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RESUMO GERAL

O intuito deste trabalho foi verificar se o virus da Artrite Encefalite Caprina
interfere nos parametros clinicos, fisiologicos e hematoldgicos de reprodutores caprinos
com infeccdo recente ou cronica e também analisar a técnica soroldgica de Western
Blotting em amostras de plasma seminal na deteccdo de anticorpos anti-CAEV em
comparacdo as amostras de soro sanguineos. Foram utilizados 12 reprodutores caprinos
de diferentes racas, em bom estado de saude de acordo com exame clinico geral
realizado, os quais foram mantidos durante todo o periodo experimental (270 dias) em
regime intensivo de produgdo. Os machos tinham de trés a quatro anos de idade, e
foram selecionados com base no quadro sorologico para o CAEV, sendo seis
soropositivos (com infecgdo natural cronica ha mais de 12 meses) e seis soronegativos,
obtidos apoés trés testes consecutivos de Western Blottting (WB) e de Nested-PCR
(nPCR) no sangue, com intervalo de 30 dias. Os animais foram divididos inicialmente
em dois grupos: o grupo de machos com infeccdo cronica e o grupo de macho pré-
infeccdo. Apo6s 90 dias do inicio do experimento, os seis machos pré-infeccdo foram
inoculados com a cepa viral CAEV-Cork, titulo 10°® TCIDgo/mL, por via intravenosa.
A partir da inoculacdo viral o grupo pré-infecgdo passou a ser denominado de grupo de
reprodutores com infeccdo recente e foram acompanhados semanalmente por testes de
WB no soro sanguineo e plasma seminal. Todos os animais inoculados com o CAEV-
Cork, soroconverteram ap0s a terceira semana. Os reprodutores de ambos 0s grupos
apresentaram parametros fisiolégicos e hematoldgicos dentro dos padrdes de
normalidade para espécie. Quanto aos parametros de comportamento sexual, foi
observado que os animais ndo apresentaram receio a presenca do homem em sala de
coleta e que a maioria realizou o comportamento de cortejo da fémea. O tempo de
reacdo nao diferiu (p>0,05) entre os grupos e estd dentro dos parametros normais para a
espécie. Entre os animais dos grupos de reprodutores pré-infeccdo e com infeccdo
cronica para 0 CAEV que tiveram seu sémen submetido a avaliacdo in vitro, através de
espermograma, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) para os pardmetros de
concentracdo, motilidade e vigor, com excecdo apenas do volume do grupo pré-
infeccdo, situacdo que permaneceu apds a realizacdo da infeccdo. Além disso, estes
pardmetros estiveram dentro dos padrdes recomendados pelo CBRA (2013). Assim,
pode-se concluir que o CAEV ndo interferiu nos parametros fisioldgicos e
hematoldgicos de reprodutores caprinos, independente do tempo de infeccdo do CAEV,
mantendo os parametros avaliados dentro dos padrfes de referéncia para a espécie. Em
adicdo, a CAE ndo altera o padrdo de comportamento sexual, porém quando 0s animais
apresentam artrite ha um quadro de dor e desconforto, afetando o comportamento sexual
e comprometendo o bem-estar do reprodutor. Observamos que animais com infecgédo
recente apresentam maior porcentagem de resultados positivos no Western Blotting,
tanto no plasma seminal como no soro sanguineo, do que os animais com infeccéo
crbnica, consolidando a importancia do diagnostico precoce do CAEV. Ja o diagnostico
de WB em amostras de soro sanguineo é mais eficiente do que de plasma seminal,
independente do tempo de infeccdo. No entanto, € uma alternativa valida de diagnostico
do CAEV.

Palavras — chave: caprino, comportamento, lentivirus, técnica sorologica.
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OVERVIEW

The aim of this work was to verify if the Caprine Arthritis Encephalitis virus interferes
with the clinical, physiological and hematological parameters for breeding with recent
or chronic infection and also examine, the technique of Western Blotting in samples of
seminal plasma in the detection of anti-CAEV in compared to samples of blood serum.
12 breeding goats of different breeds were used, in good health according to general
clinical examination, which were maintained throughout the experimental period (270
days) in intensive system of production. Males of three to four years of age, and were
selected based on serological framework for CAEV, six seropositive (chronic natural
infection for more than 12 months) and six seronegative obtained after three consecutive
tests Western Blotting (WB) and Nested-PCR (nPCR) in the blood, with an interval of
30 days. The animals were divided initially into two groups: the group of males with
chronic infection and the group of pre-infection male. 90 days after the beginning of the
experiment, six male pre-infection were inoculated with the viral strain CAEV-Cork
title TCIDso/mL 10>° intravenously. From the viral inoculation pre-infection group
came to be named the group of breeding animals with recent infection and were
monitored weekly for WB testing in blood serum and seminal plasma. All animals
inoculated with CAEV-Cork, seroconverted after the third week. Breeders of both
groups showed physiological and hematological parameters within normal limits for the
species. Regarding the parameters of sexual behavior, it was observed that the animals
showed no fear to the man in the collection room and realized that the majority held the
courtship behavior of the female. The reaction time did not differ (p> 0.05) between
groups and is within normal parameters for the species. Among the animals in groups of
breeding pre-infection and chronic infection for CAEV which had their semen
submitted to in vitro evaluation through semen analysis showed no statistical difference
(p>0.05) for the parameters of concentration, motility and force, with the exception only
of the volume of pre-infection group, a situation that remained after the completion of
the infection. Furthermore, these parameters were within recommended by CBRA
(2013) standards. Thus, we can conclude that the CAEV did not interfere with
physiological and hematological parameters of breeding, regardless of time of CAEV
infection by keeping the parameters evaluated in the reference standards for the species.
In addition, the CAE does not alter the pattern of sexual behavior, but when they show
arthritis there is a picture of pain and discomfort, affecting sexual behavior and
compromising the welfare of the breeder. We observed that animals with recent
infection have a higher percentage of positive results in Western Blotting, both in
seminal plasma and blood serum than animals with chronic infection, strengthening the
importance of early diagnosis of CAEV. Since the diagnosis of WB in blood serum
samples is more efficient than seminal plasma, regardless of the time of infection.
However, it is a valid alternative for the diagnosis of CAEV.

Keywords: goat, behavior, lentivirus, serological technique.



CONSIDERACOES INICIAIS

Para o desenvolvimento do Brasil, e em especial da regido Nordeste, a
caprinocultura apresenta um grande potencial, devido as caracteristicas adaptativas dos
caprinos ao semiarido nordestino, ao perfil socioeconémico dos produtores brasileiros e
por ser uma atividade tradicionalmente desenvolvida nas regiGes mais pobres, com
atributos de base familiar realizada por pequenos produtores, ja que 68% do efetivo
caprino brasileiro se encontram em propriedades de até 100 hectares. (CARNIELLO,
2014).

No entanto, observam-se no cenario nacional perdas econdmicas decorrentes do
acometimento dos animais por doencas, fruto de um manejo sanitario inadequado, em
grande parte dos estabelecimentos produtivos. Dentre as principais enfermidades que
atinge a caprinocultura estd a Artrite Encefalite Caprina (CAE) que vem sobressaindo-
se perante as demais. A CAE é uma doenca de carater degenerativo e de curso
progressivo lento e debilitante que atinge animais de diferentes racas, idade e sexo,
(PUGH, 2004). As perdas econdmicas decorrentes a CAE é de dificil quantificagcdo, em
virtude de ser uma doenca cronica que reduz gradualmente a longevidade e a
produtividade do animal infectado (SIQUEIRA FILHO, 2014).

A manifestacio da CAE em matrizes, e, principalmente, em reprodutores
maximiza os problemas econémicos e sanitérios, pois é recomendado que 0s animais
portadores sejam sacrificados, pois 0 virus vai estar presente em todas as secre¢des
organicas produzidas pelo animal, como no sémen (SOUZA et al., 2013). Nessa
situacdo o reprodutor passa a ser uma fonte de infeccdo importante dentro de um
rebanho, podendo estar disseminando o virus mesmo antes de ser identificado como
portador pelos métodos de diagndstico usuais e até os mais sensiveis como o Western
Blotting (WB) (PAULA et al., 2008). Uma alternativa para minimizar o prejuizo da
CAE é o desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas, com a finalidade de obtencéo e
preservacdo de sémen e gametas livres do virus de animais superiores geneticamente, de
modo que possa 0S mesmos permanecer no rebanho, mas sem, contudo, acarretar
elevacdo da enfermidade (SILVA & LIMA, 2007).

Aliado as biotécnicas reprodutivas o desenvolvimento e aprimoramento de
técnicas de diagndstico da CAE como os métodos soroldgicos, de Imunodifusdo em Gel
de Agarose (IDGA), o ELISA e o Western Blotting (WB) (DIAS et al., 2012) séo
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importantes para o controle da CAE, visto a possibilidade de identificacdo dos animais
portadores e do monitoramento do estado sanitario dos animais em reprodugao.

Dentre os testes sorologicos o WB é o mais sensivel e eficaz na detectacéo
precoce da presenca de anticorpos contra 0 virus na corrente sanguinea dos animais
acometidos (PINHEIRO, 2001), porém pouco se sabe sobre a presenca destes
anticorpos no plasma seminal e se 0 WB seria um teste possivel e eficaz para esse tipo
de amostra, o que permitiria o diagnostico do reprodutor mesmo quando SO
dispuséssemos de seu sémen.

No entanto, a permanéncia de um animal enfermo no rebanho representa, além de
um risco sanitario, um grande problema de ordem ética e de bem-estar animal, desta
forma a manutencdo de um reprodutor portador do virus da Artrite Encefalite Caprina
(CAEV) para reproducdo segura, atraves das biotécnicas, so sera aceitavel quando nao
houver sintomas clinicos da doenca ou quando estas ndo influenciarem no seu bem-
estar. As avaliacGes fisiologicas, reprodutivas e comportamentais dos animais podem
ser parametros importantes na avaliacdo do bem-estar animal. Assim, com base nessas
questdes, o trabalho objetivou verificar se o virus da Artrite Encefalite Caprina interfere
nos parametros clinicos, fisioldégicos e hematologicos de reprodutores com infeccao
recente e cronica e também analisar a técnica sorologica de Western Blotting em
amostras de plasma seminal na deteccdo de anticorpos anti-CAEV em comparacao as

amostras de soro sanguineo.
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1. CAPRINOCULTURA

A caprinocultura tem se destacado no setor produtivo nos Gltimos tempos, tanto a
nivel mundial quanto nacional, pois se trata de uma atividade em plena expansédo que
vem sendo praticada em todo o Brasil, e principalmente no Nordeste brasileiro, onde o
potencial da vegetacdo natural para a manutencdo e sobrevivéncia dos animais desta
espécie, aliado ao fato que tanto machos quanto fémeas ndo apresentam estacionalidade
reprodutiva, ndo sendo o fotoperiodo fator limitante para sua reproducéo, torna-se algo
atraente e estimulante (EMBRAPA, 2014). Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) denotam que o efetivo do rebanho caprino brasileiro € de
aproximadamente 9,45 milhdes de cabecas, e que 91,3 % do rebanho nacional encontra-
se situado exatamente na regido Nordeste, fato esse que torna perceptivel a importancia
socioeconémica que a exploracdo de caprinos exerce nesta regido. (IBGE, 2007).

A caprinocultura brasileira caracteriza-se por apresentar em algumas regides
segmentos, tais como o sistema de criagdo e de comercializacdo em estagios mais
avancados (GONCALVES et al., 2008), enquanto em outras as condicdes de criacao e
de desempenho do rebanho séo ditas como dispares, principalmente quanto aos estagios
tecnoldgico e gerenciais (SILVA, 1998). Por isso, depara-se atualmente com a
realizacdo dessa atividade em sua imensa maioria ainda sendo feita por pequenos
produtores uma vez que 68% dos rebanhos sdo criados em propriedades com até 100
hectares. Em virtude das caracteristicas de adaptacdo dos caprinos ao semiarido
nordestino e do perfil socioeconémico dos produtores brasileiros a atividade caprina no
Nordeste ainda € um empreendimento de base familiar, o que fortalece o carater social
da atividade na regido. Assim, o fato de ser uma atividade historicamente desenvolvida
no Nordeste, geralmente considerada como sendo a regido mais pobre do pais, tem feito
com que a caprinocultura seja vista como uma ferramenta estratégica por meio da qual
conseguiria o pleno desenvolvimento do Nordeste brasileiro (CARNIELLO, 2014).

No entanto, a ocorréncia de fatores como sistema de criacdo, problemas
nutricionais, de manejo e sanitarios, que ocorrem nessa regido causam um enorme
prejuizo, limitando a produgdo e a0 mesmo tempo a produtividades dos animais, que
ficam impossibilitados de demonstrar seu total potencial produtivo, reduzindo assim os

lucros e desestimulando os produtores (LIMA, 2010).
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Dentro desse contexto as doencas infecciosas, como por exemplo, a Artrite
Encefalite Caprina (CAE), comumente sdo causadoras de varios problemas e ponto
critico que impossibilita maior lucratividade dentro de um sistema de exploracgéo
caprina. Assim, os cuidados com a sanidade dos animais torna-se algo fundamental
quando se visa eliminar ou pelo menos minimizar os efeitos danosos que a referida
doenga representa ao acometer em um rebanho, onde compromete o desempenho
produtivo e reprodutivo dos animais, acarretando perdas econdmicas consideraveis.

Além disso, o fato da CAE ser uma doenca crbnica dificulta a avaliacdo dos
danos, embora se saiba que é uma doenca causadora de perdas econémicas diretas, com
diminuicdo da producdo leiteira, duragdo do periodo de lactacdo e reducdo da vida
produtiva e eficiéncia reprodutiva (BIRGEL JUNIOR et al., 2007; BRITO, 2009). Ja as
perdas indiretas sdo, em geral, representadas pela desvalorizacdo do rebanho, altas taxas
de reposicdo precoce dos animais doentes, despesas com medidas de controle, sancdes
aos produtos, entre outros (PINHEIRO et al., 2003).

2. ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA (CAE)

2.1 Etiologia

A Aurtrite Encefalite Caprina (CAE) é uma enfermidade multissistémica de carater
crénico, infeccioso e progressivo, que ocasiona infeccdo em caprinos nas diversas fases
de crescimento e desenvolvimento etario, independente de sexo, raca e producdo
(LARA et al., 2005). A ocorréncia da doenca é determinada pela infec¢do do virus da
artrite encefalite caprina (CAEV), que pertence ao género Lentivirus, Familia
Retroviridae, Subfamilia Orthoretrovirinae (ICTV, 2008).

O CAEV apresenta como principais caracteristicas o fato de ser um virus
envelopado com simetria de capsideo icosaédrica de modo ndo complementar com
genoma tipo RNA linear de duas fitas simples de sentido positivo, com tamanho
aproximado de 80 — 100 nm (Figura 1) (BRELLOU et. al., 2007).



Figura 1 — Estrutura das particulas virais do CAEV (Adaptado de COFFIN, 1996).
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localizadas internamente; gene pol (polimerase) que codifica as enzimas transcriptase,

tanto a reversa quanto a integrase; e o gene env, que por sua vez exerce a funcdo de

codificar as glicoproteinas-transmembrana e as superficiais do envelope. Além desses,

existem também os genes que se responsabilizam pelo gerenciamento da expressao

genoma viral, sendo eles tat, rev e vif. No virus ainda ocorre a existéncia de uma

importante glicoproteina em seu envelope, a gpl35, e ainda a p28 no capsideo, que

induzem a producdo de anticorpos nos animais infectados (Figura 2) (QUINN et. al.,

2005; LIMA, 2012).

Figura 2 — Estrutura genémica do CAEV (CLEMENTES & PAYNE, 1994).
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Quando ocorre a contaminacdo de um animal por um lentivirus ha um intervalo de
tempo entre a infeccdo e a soroconversdo, sendo que em alguns animais esse periodo
pode ser de semanas, entretanto em outros pode ser de meses ou até mesmo anos,
havendo ainda a possibilidade da sororeversdo (HANSON et al., 1996). No entanto, de
forma geral, em torno da terceira semana ap0s infeccdo ja se detecta algum tipo de
resposta imune relacionada contra a proteina do capsideo (p25 ou p28) (HOUWERS &
NAUTA, 1989) e a producdo de anticorpos de outras proteinas em torno da quinta
semana (DE LA CONCHA-BERMEJILLO et al., 1995), sendo as imunoglobulinas da
classe G (IgG) do tipo 1 e 2 as que comumente sdo produzidas pelo organismo do
animal infectado (OLIVEIRA, 2007).

O CAEV tem tropismo pelas células do sistema mondcito-fagocitario, sendo 0s
macrofagos preferencialmente infectados, o que possibilita sua disseminacdo pelo
organismo animal (LARA et al., 2005; BLACKLAWS, 2012), sendo que sua replicacdo
pode ocorrer de forma restrita, propiciando que o virus permaneca latente nos
mondcitos dos hospedeiros sem ser detectado pelo sistema imune (PUGH, 2004;
PAULA et al., 2008b). O CAEV apresenta similaridade com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), assim como também com outros virus causadores de
imunodeficiéncia (QUINN et al., 2005; AL-QUDAH, 2006). A presenca do CAEV no
organismo do hospedeiro, proporcionara que os seus linfocitos T auxiliares tenham sua
funcdo comprometida (ZINK et al., 1990; SANCHES et al., 2012), causando reducéo ou
alteracdo na producdo de citocinas ou no seu perfil, e posteriormente prejuizos, tanto a

nivel de resposta imune celular ou humoral no combate ao virus (FLURI et al., 2006).

2.2 Epidemiologia

O primeiro isolamento do virus causador da CAE foi evidenciado por Crawford et
al. (1980), oriundo da membrana sinovial e do liquido cefalorraquidiano de um bode
com 8 anos de idade, onde 0 mesmo apresentava manifestacdes clinicas evidentes de
artrite cronica (LARA, 2006).

A Artrite Encefalite Caprina € uma doenca persistente, incuravel e de enorme
prevaléncia em rebanhos leiteiros nacionais acarretando diversas perdas econdmicas e
prejuizos aos produtores (ANDRIOLI et al., 2006). Essa enfermidade predomina em

maior escala na maioria dos paises onde a caprinocultura assume o0 posto de uma
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importante atividade econdmica, geradora de emprego e renda (CAVALCANTE et al.,
2013).

No Brasil, o primeiro relato que se teve com relacdo a doenca ocorreu no estado
do Rio Grande do Sul por Moojen et al. (1986), e apds esse primeira evidéncia a mesma
foi também evidenciada em outros estados brasileiros, como por exemplo: Bahia, Cear3,
Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Minas Gerais (YORINORI et al., 2003), Para,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (ASSIS & GOUVEIA, 1994;
GOUVEIA, 2003).

2.3 Transmissao

A transmissdo da Artrite Encefalite Caprina pode ocorrer de forma vertical e
horizontal, sendo que o principal reservatdrio e fonte de infeccdo sdo representados
pelos préprios caprinos infectados juntamente com seus fluidos orgéanicos (SOUZA,
2010).

Transmissao Vertical

A transmissdo por via transplacentaria ou uterina, embora ainda ndo comprovada,
pode ocorrer, pois diversos trabalhos ja comprovaram a existéncia do virus em sua
forma livre em ovdcitos e no fluido uterino de animais infectados (ANDRIOLI, 2001,
BLACKLAWS et al., 2004, CAVALCANTE et al., 2013).

Além disso, ha relatos da infeccdo in vitro de células da granulosa dos foliculos
dos ovarios, fato esse potencialmente perigoso em procedimentos in vitro de fertilizacdo
e transferéncia de embrides (LAMARA et al., 2001; LAMARA et al., 2002) e da
presenca de DNA pré-viral do CAEV no Utero e nas trompas uterinas de fémeas
inseminadas com sémen contaminado (AL AHMAD et al., 2012a).

Transmissao Horizontal

Segundo BlackLaws et al., (2004) essa maneira de transmissdo pode se dar
diretamente logo apds o parto, por meio da ingestdo de colostro e/ou leite de fémeas
infectadas. Além disso, 0s mesmos autores relatam que a convivéncia de animais sadios
com animais infectados possibilita a dissemina¢do do virus e consequentemente a
infeccdo de um nimero maior de animais, uma vez que o contato dos individuos sadios
com secregdes organicas (saliva, secrecdo respiratéria e urogenital) dos animais

infectados proporcionard que os mesmos venham a ser acometidos pelo CAEV.
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Mas a transmissdo também pode ocorrer de forma indireta através de fomites
contaminados, pois representa uma importante via de transmisséo da doenca dentro de
uma propriedade, tendo em vista a utilizacdo de objetos perfuro-cortantes em
determinadas atividades de manejo, onde qualquer erro acaba por disseminar a doenca
dentro de um plantel (GOUVEIA et al., 1998, BLACKLAWS et al., 2004). Em
amostras ambientais normalmente os lentivirus de pequenos ruminantes sdo encontrados
em sua forma pro-viral, porém isso ndo limita sua capacidade de infeccdo, e
consequentemente de contaminacdo dos animais da propriedade (McNEILLY et al.,
2008; VILLORIA et al., 2013).

Além das vias de transmissdo, tem se apontado que a via sexual também exerce
importante contribuicdo na disseminacdo da enfermidade dentro de um rebanho, tendo
em vista que ja se detectou a presenca de DNA pro-viral do CAEV no sémen, glandulas
acessorias e em tecidos genitais de animais, tanto animais infectados experimentalmente
quanto naturalmente (TRAVASSOS et al., 1999; ANDRIOLI et al., 1999; AL AHMAD
et al., 2008; PETERSON et al., 2008), bem como a transmissdo via inseminagédo
artificial usando sémen infectado (AL AHMAD et al., 2012a; SOUZA et al., 2013),
vindo a representar um risco consideravel na propaga¢do do CAEV (CORTEZ-
ROMERO et al., 2013).

Assim, é evidente a presenca e 0 potencial infeccioso de varios patdgenos que
estdo presentes ndo s6 no sémen de pequenos ruminantes, mas também em células
prepuciais e em especial no plasma seminal, com transmissdo potencial ou comprovada,
onde dentre esses estdo presentes os lentivirus que infectam caprinos (ANDRIOLI et al.,
1999; TRAVASSOS et al., 1999), o que acarreta perdas substanciais na producao
principalmente quando se trata de reprodutores de alto potencial genético.

Quando ocorre a introducdo do CAEV em um determinado rebanho alguns fatores
sdo bastante variaveis, tais como a incidéncia de animais soropositivos e acometidos
clinicamente, bem como a intensidade das altera¢des, porém isso ird depender do grau
de estresse, qualidade da nutricdo e das condicGes higiénico-sanitarias disponibilizadas
aos animais (MODOLO et al., 2003).

2.4 Sinais Clinicos
Os animais adultos acometidos pela CAE geralmente apresentam artrite

progressiva cronica, pneumonia e mastite, enquanto que nos animais jovens, de dois a
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quatro anos, pode ocorrer, de maneira rara, leucoencefaliomielite (CRAWFORD &
ADAMS, 1981). Além disso, ocorre emagrecimento progressivo, perda de peso e artrite
caracterizada pelo aumento de volume das articulagdes, principalmente do carpo que
podem ser uni ou bilaterais, (NOGUEIRA et al., 2009) e em situacdes mais severas,
ocorre perda de movimento e decubito.

No entanto, h& relatos que comprovam que o animal portador do virus pode
permanecer por um longo periodo sem apresentar nenhuma sintomatologia clinica e
manter a sua fertilidade e libido no mesmo nivel de animais normais da mesma raca e
idade (ANDRIOLI et al., 2002).

2.5 Controle e diagndstico

O controle da doenca é dificil tendo em vista a falta de uma vacina eficaz e a
abrangéncia desta enfermidade em rebanhos de excelente qualidade zootécnica e de alto
valor genético e econdmico (GREGORY et al., 2011). Como muitos dos animais
portadores podem se apresentar assintomaticos, a realizacdo de diagndsticos para
detectar e isolar os animais portadores da CAE passa a ser o mais importante meio de
controle de disseminacdo da doenca no rebanho.

O diagnostico dos animais portadores do CAEV deve ser feita por exames
laboratoriais (NOGUEIRA et al., 2009), pois o intervalo entre a infeccdo e o
aparecimento de sintomatologia pode levar anos. Além do mais, raramente se detecta a
CAE antes dos dois anos de idade (ANDRES et al., 2005).

Pratica simples, porém eficiente € a mensuracdo das medidas carpo-
metacarpianas, as quais servem de base na determinacdo do indice articular clinico
(IAC), cujo valor é dado quando se subtrai a menor medida obtida das circunferéncias a
altura dos 0ssos metacarpianos da maior medida encontrada das circunferéncias
carpianas. Na figura 3 estdo apresentados os valores de IAC de caprinos segundo
Pinheiro et al., (2005) considerando diferentes critérios. O referido procedimento é de
grande valia na deteccdo e triagem de animais com potenciais problemas articulares
(PINHEIRO et al., 2005).
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Figura 3 — Valores de IAC de caprinos segundo o tipo racial, faixa etaria e sexo
considerados normais, sujeitos e portadores de problemas articulares
(PINHEIRO et al., 2005).

Tipo racial Idade Sexo N Midia  Desvio  Normal I;'\ll‘:pthn Problema
(ano) Padrio  até {cm)  entre (cm) a:lnm':‘{lgn
PURO 05-1.0 Fémea 100 50 057 56 57a61 6.1
Leiteiro 1.0-20 Fémea 164 54 053 59 60a65 6.3
20-30 Fémea 97 54 0,53 59 60a6s 6.5
acima de 30 Fémea 164 56 055 62 63a67 6.7
MESTICO 05-10 Fémea KXX] 438 0,51 53 S54as8 38
1020 Fémea 42 51 051 56 57a61 6,1
20-30 Fémea 40 52 052 57 58a62 6,2
acima de 3.0 Fémea 728 53 050 58 59a63 6.3
SRD/Nativo 0.5~ 1.0 Fémea 136 47 055 53 S54a58 5.8
10-20 Fémea 240 50 046 55 356a59 59
20-30 Fémea 144 5.1 051 56 57a62 6,2
acimade 30 Fémea 230 52 047 57 358a6]) 6.l
PURO 05-10 Macho 446 54 0,50 59 60abd 64
Leiteiro 10-20 Mucho 22 59 056 64 65a70 7.0
20-30 Macho 22 5.6 063 62 63a68 6.8
acimia de 3.0 Mucho 4 62 038 66 67a70 7.0
MESTICO 05-10 Mucho 176 5.1 0.56 5.7 58a62 6.2
1020 Macho 57 56 051 61 62a66 0.6
20-30 Macho 25 58 063 64 65a71 7.1
acima de 30 Macho 29 57 054 62 63a68 6.8
SRD/Nativa  05-10 Macho 74 5l D35 57 S58a62 6.2
10-20 Macho 45 54 056 60 61a6s 6.5
20-30 Macho 8 ST 059 63 64369 6.9
acima de 30 Macho 8 6.1 .32 64 65a67 6.7

by

Mas para o diagndstico da CAE se faz necessario a realizacdo de ensaios
laboratoriais que confirmem a ocorréncia da enfermidade e acometimento dos animais
de uma propriedade. Dentro desse contexto, os testes sorolégicos se sobressaem perante
aos demais por conta de serem praticos e apresentarem custo menor em comparacao a
outros métodos laboratoriais (PINHEIRO et al., 2006). Os principais testes sorolégicos
preconizados pela Organizacdo Mundial de Saide Animal (OIE) no diagnéstico da
CAE, é o teste de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) devido ser um método de fécil
aplicabilidade e que ndo demanda o uso de equipamentos demasiadamente sofisticados,
0 que facilita a sua utilizacdo (OIE, 2004), bem como o Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA).

Entretanto, além do IDGA e do ELISA existem outros métodos de melhor eficacia
que podem ser empregados, como por exemplo, o Western Blotting (WB). Segundo
Silva (2005) sempre que se tiver que escolher por um teste de diagnostico de uma
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doenca, deve-se levar em consideracdo duas caracteristicas primordiais: a sensibilidade

e especificidade do teste.

2.5.1 Western Blotting (WB)

Segundo Pinheiro (2001), o Western Blotting (WB) dentre os testes sorologicos
tem apresentado resultados mais eficazes, exercendo correta deteccdo de animais
positivos (especificidade) e ainda com capacidade de deteccdo precoce de anticorpos
contra o virus em animais acometidos pela doenca, e com possibilidades reduzidas de
ocorréncia de resultados falso-negativos (boa sensibilidade) ao ser comparado com o
teste preconizado pela OIE, o IDGA, o qual é vidvel na realizagdo de uma triagem,
porém ineficaz quando se pretende erradicar a CAE do plantel (SOUZA, 2010).

Na literatura, ja se tem provas concretas que caracteriza o WB como uma técnica
de alta sensibilidade e especificidade, em relacdo aos demais testes soroldgicos
(PINHEIRO, 2001; RODRIGUES et al., 2009; ABREU et al., 2011; MIGUEL et al.,
2012; SOUSA, 2013). Com essa técnica, tornou-se possivel diagnosticar uma vasta lista
de doencas infecciosas com capacidade de infec¢do tanto em animais como também em
seres humanos, incluindo desde o diagndstico de encefalopatias espongiformes
transmissiveis (EETS) acarretadas por prions, passando pelo diagnostico da
leishmaniose visceral americana (LVA) e infecgdes micoplasmaticas, até chegar as
lentiviroses de pequenos ruminantes, como a CAE, onde o WB, demonstra uma enorme
potencialidade em seu diagndstico (ZANONI et al., 1989; THOMGIZ et al., 2007
OLIVEIRA et al., 2008; MIGUEL et al., 2012).

O WB permite o fornecimento de uma resolucéo em carater simultaneo de varios
antigenos imunogénicos presentes em uma amostra, sendo que essa caracteristica é que
Ihe atribui confiabilidade, ja que isso o diferencia dos demais métodos imunoquimicos,
o credenciando como uma técnica valiosa, e de ampla aplicabilidade (KURIEN &
SCOFIELD, 2006). Essa técnica nasceu a partir do momento em que se detectou a
caréncia de algo que permitisse a determinacdo do grau de especificidade do antigeno
dos anti-soros. Assim, o Western Blotting permite a elaboracdo de réplicas protéicas,
previamente separadas por eletroforese em géis de poliacrilamida, seguida de
transferéncia para uma membrana de nitrocelulose (MACPHEE, 2010).

Inimeras vantagens sdo atribuidas a esta técnica tais como: potencial de obtencao

de copias diversas a partir de um mesmo gel; facilidade de manuseio das membranas
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umidas; acessibilidade das proteinas existentes na membrana de modo uniforme a
diferentes ligantes; necessidade de reduzidas quantidades de reagentes; os padrdes a
serem transferidos permite ser armazenados por um longo periodo; e uma mesma
transferéncia de proteinas possibilita varias aplicacGes, permitindo ser usado em
diversas analises sucessivas (KURIEN & SCOFIELD, 2006; MIGUEL et al., 2012).

Comumente e rotineiramente o material utilizado nos testes soroldgicos, seja pra
diagnédstico da CAE ou de qualquer outra enfermidade, € o soro sanguineo, obtido a
partir da centrifugacé@o do sangue coletado do animal suspeito, podendo este material ser
armazenado desde que seja congelado e devendo ser enviado ao laboratério em caixa de
isopor contendo gelo, mantido a temperatura entre 2 a 8 °C (SILVA, 2005). No entanto,
em virtude da presenca do CAEV no sémen de animais portadores do virus mesmo em
situacdo de auséncia de sintomatologia (PAULA, 2008a), a analise do WB utilizando
amostras do plasma seminal expande o potencial do método de diagndstico.

Na literatura o primeiro trabalho que se tem relatos sobre a utilizacdo de WB em
amostras de plasma seminal foi o de Rodriguez et al., (2005) quando avaliaram o efeito
do CAEV no sistema reprodutor de machos caprinos, nesse estudo evidenciaram que a
deteccdo de anticorpos no fluido seminal via WB ja exercia enorme possibilidade de
detectar reprodutores com potencial de transmissao da doenca, sendo de grande valia
principalmente em situacfes de importacdo de sémen, onde ndo se tem como realizar a
avaliacdo direta do animal. Com base nessas primeiras evidéncias Ramirez et al., (2009)
procuraram realizar o diagnostico de lentiviroses com base na detec¢do de anticorpos no
fluido seminal de pequenos ruminantes e concluiram que o plasma seminal pode ser
usado com seguranca para detectar infecgdes causadas por lentivirus como o CAEV,
tendo em vista que epidemiologicamente os anticorpos presentes nesse tipo de amostra
bioldgica fornece de forma precoce informacBes Uteis sobre o estado de infec¢do do
animal, principalmente quando se utiliza para o diagnéstico técnicas sensiveis e
especificas como o WB. Desse modo, Abreu et al., (2011) na tentativa de padronizacao
de um protocolo de WB no plasma seminal de machos caprinos infectados, comprovou
e detectou a presenca de anticorpos anti- CAEV, confirmando e reafirmando que o
plasma seminal pode ser utilizado para o diagnostico da CAE por WB assim como o
soro sanguineo, vindo a ser essencial na selecdo de reprodutores, no controle sanitario

do rebanho.
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3. SEMEN

A constituicdo do sémen ¢ feita de plasma seminal e espermatozoides, e entre as
diferentes espécies animais denotam-se variacGes em relagcdo a sua composicdo. O
plasma seminal pode ser definido como uma mistura de fluidos originadas dos
testiculos, epididimos, canal deferente, além das glandulas acessorias, em especial a
vesicula seminal. Normalmente é isotbnico e neutro, onde se encontra substancias
como: frutose, acido ascorbico, &cido citrico, acido glutdmico, inositol, sddio, potéssio,
calcio, fosfolipidios, prostaglandinas, bem como proteinas, e exerce funcao protetora e
nutricional aos espermatozoides, 0s quais sdo células bastante especializadas,
constituidas por cabeca (com seu nucleo e capuchdo acrossémico) e cauda (peca
intermediaria, principal e terminal) (MAIA, 2010). E cabeca e cauda sdo unidas pelo
colo, uma porgdo estreita, bastante sujeita a ruptura (AISEN &VENTURINO, 2008). Na
producdo do plasma seminal as glandulas acessérias desempenham importante papel,
pois em conjunto elas produzem secre¢cOes que contribuem para a formagéo deste, mas
cada uma com sua funcdo especifica, como por exemplo, a préstata € responsavel por
neutralizar o plasma seminal, de modo a propiciar um ambiente bioguimico adequado a
sobrevivéncia dos espermatozoides, as glandulas bulbouretrais por secretar antes da
gjaculagdo um liquido mucoso e proteico, além de lubrificar tanto a uretra como a
vagina, e as vesiculas seminais responsavel por produzir secrecdo gelatinosa, rica em
frutose, que serve como fonte de energia para 0s espermatozoides ejaculados, sendo
atributo ainda desta secretar a maior parte do liquido seminal (DELGADILLO, 2008).

Diversas provas sdo utilizadas na avaliagdo seminal, porém sdo similares
diferindo somente no nivel de especificidade, relacionado a fisiologia e morfologia
espermatica, e ao grau de correlacdo com a fertilidade in vitro e in vivo. Além disso,
outros fatores que devem ser levados em consideracdo e que caracterizam um melhor
ensaio de avaliacdo seminal € o fato de ter objetividade, permitir ser usado outras vezes,
apresentar resultados fiéis e custo acessivel (AISEN & VENTIURINO, 2008).

Na selecdo de um reprodutor € usual e necessario avaliar seu estado reprodutivo e
determinar se é passivel de ser empregado em estacdo de monta ou de ter seu sémen
processado e utilizado em inseminagdo artificial e/ou fertilizacdo in vitro (FIV)
(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2006, 2007). A avaliacdo dos animais é feita por meio
de exames clinicos andrologicos e provas laboratoriais, como a realizagdo de um

espermograma por meio de parametros macroscopicos (cor, aspecto, odor e volume) e
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microscopicos (concentragdo, motilidade individual progressiva (MIP), morfologia
espermatica e vigor), sendo estes exames de grande valor por avaliar a funcionalidade
testicular e epididimal, fornecendo ainda indices de qualidade, viabilidade e fertilidade
espermatica. Estes exames, permitem eliminar casos de infertilidade, ou até mesmo de
subfertilidade (PAULA et al., 2008b) devido a diferentes causas e quica induzidas pelo
CAEV.

Por isso, bastante atencdo deve ser denotada na aquisi¢do e introdugdo de um
reprodutor em um rebanho, principalmente no que se refere a sua situacao para com a
CAE, pois mesmo ele sendo negativo ao IDGA, método tradicional de deteccdo da
enfermidade, que com frequéncia ndo identifica todos os animais infectados,
propiciando a ocorréncia de falso negativo, exerce potencial relevante para contaminar
todo o rebanho, através de secrecdes e até mesmo via reprodutiva. Turchetti et al.,
(2013) em experimentos sobre a distribuicdo do CAEV no trato reprodutivo de caprinos
infectados, concluiram que a transmissdo sexual da CAE pode ocorrer tanto por
inseminacao artificial como por cobrigéo natural, reforgando os resultados de Al Ahmad
et al., (2012b) e Souza et al., (2013) que demonstraram a possibilidade de contaminacgéo
do Utero de fémeas submetidas a monta natural ou inseminacao artificial com sémen de
reprodutores infectados. Turchetti et al., (2013) ainda comprovaram a presenca do DNA
pro-viral do CAEV, assim como de RNA viral e antigenos virais acometendo e
multiplicando-se por todo o trato reprodutivo masculino, fato que indica a capacidade
de ocorréncia de transmissdo venérea do CAEV. Diante desta situacdo a identificacdo
precoce do reprodutor portador do CAEV é vital para o controle desta lentivirose, ja
comprovada sua presenca no sémen, principalmente no plasma seminal (ANDRIOLI et
al., 1999; TRAVASSOS et al., 1999), vindo este constituinte do ejaculado ser um
material passivel de ser submetido a testes soroldgicos mais especificos e sensiveis
como o Western Blotting, permitindo um diagnéstico precoce da doenga, assim como
selecdo de animais e partidas de sémen livres de patdgenos. Por isso e outros aspectos é
essencial fazer uso de técnicas laboratoriais que propicie a detec¢do de reprodutores
livres do virus, de forma a ndo restringir a utilizacdo de seu sémen, além de evitar a
utilizacdo de sémen de animal contaminado e acabar por prejudicar todo um rebanho.

Segundo Vergara & Barroso (2014) em estudos sobre transmisséo de lentivirus
em humanos relataram a existéncia de muitos fatores que exerce interferéncia na

probabilidade de transmissdo sexual do HIV, os quais os autores dividem em fatores
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que alteram a infeccdo do individuo transmissor e aqueles que alteram a
susceptibilidade do individuo sujeito a exposi¢do. Em caprinos, hd ainda pouco
conhecimento sobre tais fatores, porém o que se conhece é que um fator que limita o
diagnostico precoce e conhecimento melhor da transmissdo do CAEV no sémen, e
evidentemente no plasma seminal, é a intermiténcia do virus, o qual apresenta seu DNA
pro-viral no ejaculado animal ocorrendo de forma instavel e de maneira inconstante
(ANDRIOLI et al., 2006; PETERSON et al., 2008; PAULA et al., 2009). Além disso,
nada mais se conhece de forma precisa sobre outros fatores que exercem poder de
interferéncia da ocorréncia dos lentivirus no sémen caprino.

Relatos de Andrioli et al., (2006) afirmaram que danos testicular, possibilitando
injurias em animais infectados exercem enorme influéncia na presenca dos lentivirus no
ejaculado de reprodutores, devido a preferéncia do virus pelo sistema mondcito-
fagocitario (NASH et al., 1995), que induziria uma evolucdo do contetdo viral no
sémen, deixando a amostra do ejaculado sujeita a ser detectada por métodos

moleculares mais especificos.

4. BEM-ESTAR ANIMAL E ETOLOGIA

Segundo Broom (1991) bem-estar animal pode ser definido como uma
caracteristica natural, inerente ao animal, permitindo este interagir e viver bem em um
dado ambiente, e ndo uma condicao dada apenas pelo homem. O animal estard em bem-
estar quando naquele ambiente onde ele esta inserido vier a se apresentar saudavel,
confortavel, alimentado adequadamente, protegido, ausente de dor, medo ou aflicdo,
para que assim seja capaz de expressar seu comportamento natural (PINHEIRO &
BRITO, 2009).

Inserido nesse contexto entra a etologia, disciplina dedicada ao estudo do
comportamento animal, originada a partir da Zoologia, com influéncias darwiniana,
norteando o comportamento do individuo em seu grupo racial, por intermédio de
normas, principios, preceitos, costumes e valores (PINHEIRO & BRITO, 2009;
GONCALVES & ANDRADE, 2012).

O comportamento compreende um vasto conjunto de atividades, com alto grau de
complexidade em sua ampla maioria, podendo existir uma resposta especifica individual
a estimulos ou modificagdes fisioldgicas, bem como uma interacdo de dois ou mais

individuos, contendo uma reacdo a cada acdo do outro. Generalizando, infere-se que a
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comunicacdo dos estimulos ambientais, quer interno e/ou externo, com o sistema
nervoso no nivel de 6rgdos somaticos e viscerais, sdo pré-requisitos para exibicdo do
comportamento (Figura 4) (PER JENSEN, 2002).

Figura 4 — Esquema para exibicdo do comportamento animal (Adaptado de PER
JENSEN, 2002).
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Juntamente com o sistema nervoso (SN), o sistema enddcrino (SE) também exerce
influéncia sobre a expressdo do comportamento. A funcdo de produzir mediadores
quimicos designados ao sistema endocrino faz com que por intermédio da corrente
sanguinea os hormonios endocrinos cheguem a locais especificos no organismo animal
e regule sua funcdo (VITALIANO, 2011).

Embasado nessa ldgica, desenvolver e estabelecer pesquisas na area de
comportamento animal passa a ser necessario ao se visar uma produtividade, pois
devido a manejos e/ou praticas imprdprias, aplicadas em horarios inadequados, muitas
vezes 0 animal tem suas necessidades suprimidas, sem se encontrar em uma situacéo de
bem-estar (GONCALVES & ANDRADE, 2012).

No Brasil, com énfase no Nordeste brasileiro, tal situacdo € verificada
rotineiramente, onde os sistemas de producdo ainda deixam a desejar em diversos
fatores, inclusive no modo de manejar os animais. Além disso, nesses estabelecimentos
de producdo o uso inadequado de biotécnicas reprodutivas, resulta muitas vezes em
baixo desempenho reprodutivo, que € dentre os processos biol6gicos o que apresenta
maior susceptibilidade aos efeitos do comprometimento do bem-estar animal. Verifica-

se ainda uma enorme dificuldade ao tentar identificar até que ponto ela é comprometida,
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ja que € um efeito sutil que resulta de forma geral em problemas de subfertilidade, ou
quando em situagOes mais graves de infertilidade (COSTA E SILVA et al., 2010).

Segundo Garcia (2006), a reproducdo é a atividade bioldgica essencial para
qualquer espécie animal, ja que através dela é que se dard origem os individuos
representantes da proxima geracdo, responsaveis pela perpetuacdo de determinada
espécie no meio que esta inserida. Desse modo, seguir 0s principios que norteiam o bem
estar animal (livres de fome, sede, medo e dor e livres para expressar seu
comportamento natural) seria uma forma de intensificar a reproducéo na caprinocultura,
aumentando a eficiéncia reprodutiva desses animais que, no Nordeste brasileiro tem a
vantagem de serem poliéstricos continuos. Deve-se ressaltar que as dificuldades
existentes no processo reprodutivo ndo sdo compostas apenas por problemas cronicos e
Obvios, mas também por agressdes simples ao bem-estar animal (SORENSEN &
FRASER, 2010).

Na avaliacdo do bem-estar animal os critérios devem ser bem definidos, e
confiabilidade, repetibilidade, facil execucgdo, e potencial em analisar aspectos distintos,
sdo caracteristicas que deverdo estar atreladas aos mesmos (SORENSEN & FRASER,
2010). Em geral, a avaliacdo se baseia em trés pontos: indicadores de bem-estar animal
que avaliam o animal por si; critérios com foco no ambiente destinado ao animal; e
critérios relativos a interagdo homem-animal (FRASER et al., 2009).

No caso de machos caprinos a analise do bem-estar pode ser observada também
pelo comportamento sexual (Figura 5), e nesse caso a libido, ou seja, o interesse de
monta por parte do macho na fémea em estro, e a capacidade de servigo definida como a
habilidade do macho ndo s6 em montar como também efetuar a copula (AZEVEDO et
al., 2008). Mas outros parametros etoldgicos podem ser incluidos, pois o conhecimento
deles aliado aos principios de bem-estar animal podera contribuir para elevar a
eficiéncia reprodutiva e servir como ferramenta Gtil no ato de selecdo de reprodutores
(FONSECA et al., 2010).
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Figura 5 — Comportamento sexual do macho caprino (Adaptado de FABRE-NY'S, 2000)
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Portanto, o desenvolvimento da ciéncia animal nos ultimos tempos evoluiu de
maneira extraordinaria, proporcionando que a ciéncia do bem-estar animal tenha se
configurado como um campo muldisciplinar compreendendo uma amplitude de
combinagOes (FRASER et al., 2009). Mas o grau de interferéncia no bem-estar animal
de enfermidades que frequentemente acometem os rebanhos, como por exemplo, a
CAE, ainda é desconhecida em sua grande maioria, assim como até que ponto limita o

potencial reprodutivo de machos caprinos portadores do virus da CAE.

5. AMBIENCIA

No sucesso de um empreendimento produtivo fornecer um ambiente que
possibilite ao animal expressar 0 seu maximo potencial produtivo e reprodutivo, é algo
indiscutivel, onde o conhecimento da ambiéncia propicia a fornecer a esses uma
situacdo de bem-estar. De maneira ampla, ambiéncia pode ser definida como um espago
em que o meio fisico, e concomitantemente a caracteristica do ambiente em si, fazem
parte de sua constituicdo estabelecendo um ambiente apto para 0s animais, nele
inserido, desenvolverem suas atividades (PARANHOS DA COSTA, 2000).

Embasado nisso, denota-se que os elementos relacionados ao clima exercem
efeito nos animais, devido condiciona-los a necessidade de termorregulagdo e restricao
do consumo voluntario, fatores que causam interferéncias negativas no desempenho
animal (BROUCEK et al., 2009). Nos animais de interesse zootécnico, adaptar-se a um
determinado ambiente ndo significa apenas uma alternativa de sobrevivéncia, mas sim
producdo e reproducdo compativel com o seu potencial genético e produtividade

esperada nos estabelecimentos produtivos (FACANHA et al., 2013). A maioria desses
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animais de producdo sdo homeotérmicos, isto &, com capacidade de manutencdo da
temperatura corporal dentro de limites fisioldgicos aceitaveis mesmo sobre situagdes de
instabilidade climatica (SILVA, 2008).

A homeostase é a permanéncia do equilibrio organico em meio a variagdes nas
condi¢cdes ambientais, e a homeostase térmica é a homeotermia, ou seja, é justamente a
qualidade presente nos animais homeotermos, nos quais a forma como se regula a
interacdo do meio externo com o interno € mantida pelo sistema nervoso que integra os
diferentes sistemas e aparelhos organicos. Os mecanismos bioquimicos e fisiologicos
apresentam relacdo de dependéncia com a temperatura corporal, podendo ser listado
como exemplo, o metabolismo celular e os processos digestivos, bem como os
parametros fisioldgicos tais como a frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria
(FR), temperatura retal (TR) e a temperatura superficial (TS) (RODRIGUES, 2014).

Em ambientes com temperaturas mais baixa que a temperatura corporal do animal
verifica-se a ocorréncia de compensacoes fisiologicas por parte desses, de modo que a
producdo se eleva e reduz a perda de calor. J& em ambientes quentes observa-se 0
animal reduzindo o consumo voluntario de alimento na tentativa de reduzir a producéo
interna de calor e poder dissipa-lo para o ambiente, seja por conducdo, conveccao,
radiacdo ou evaporagdo (THATCHER, 2010).

Os animais domésticos possuem uma zona de conforto térmico, que conforme as
situacbes do ambiente determinam o seu maximo ou minimo potencial de manifestar
suas atividades zootécnicas (RASLAN, 2008). Nessa zona de conforto também
chamada de zona de termoneutralidade, o animal ndo necessita ativar sua homeostase,
havendo gasto minimo de energia e maxima eficiéncia produtiva (BACCARI JR.,
1998). A temperatura critica inferior (TCI) e a temperatura critica superior (TCS) sdo 0s
limites dessa zona de conforto, sendo que abaixo da TCI, o animal sofre estresse por
frio, enquanto que acima da TCS, passa a ser por calor (Figura 6). Temperaturas
ligeiramente superiores ou inferiores da TCS ou TCI proporcionam reacdes fisioldgicas
e comportamentais, podendo em ocasifes mais graves resultar na morte do animal por

hipertermia ou hiportermia, respectivamente (MARTELLO, 2006).
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Figura 6 — Zona de termoneutralidade

— Roprosentagio da variagio da termparatura corporal do animal
mmm=e Roprosentacho da utilizacso da palo animal para t

SOBREVIVENCIA

Sa
-

ESTRESSE DE FRICO 1—“ ;

r—p ESTRESSE DE CALOR

Tempera wra Temperaur
cTilica infenion ATitica superion
(TCI) (TCS)

- - > 4

Temperatizn & ombdente

Fonte: http://wm.agripoint.com.br/imagens/banco/4593.png

Para caprinos a zona de conforto térmico preconizada por Baéta & Souza (1997) é
de 20 a 30°C, temperaturas fora desse intervalo indicardo quadro de estresse.
Frequentemente, 0s animais sdo acometidos pelo estresse e desencadeiam
susceptibilidade a uma série de patologias que afetam seu estado fisico, causando entre
outros problemas atraso no crescimento e prejuizos reprodutivos, além de danos
emocionais (agressividade, ansiedade e medo) (PINHEIRO & BRITO, 2008).

A temperatura, umidade, irradiacdo solar e velocidade do vento sdo dentre os
fatores ambientais os que mais causam interferéncia na producdo animal (HULME,
2005), vindo as regides tropicais limitar os indices de produtividade dos animais em
decorréncia do estresse térmico (AZEVEDO & ALVES, 2009). Para um animal se
adaptar a um ambiente onde foi recentemente inserido vai depender de inimeras acdes a
ocorrer em seu organismo e quando submetidos ao estresse em funcdo da ambiéncia
ocorrera modificacBes nos parametros fisiolégicos (DE LA COSTA et al., 1996) e
hematoldgicos (PAES et al., 2000).

Na avaliacdo da resisténcia do animal as condicdes de severidade do clima,
temperatura retal (TR) e frequéncia respiratoria (FR) para Muller et al. (1993) sdo
alteracdes que devem ser levadas em consideracdo, bem como a temperatura superficial
(TS) (SANTOS et al., 2005). Alem dessas, a frequéncia cardiaca (FC) também é outra
variavel interessante a ser considerada, tendo em vista que valores elevados dessa

variavel € com maior frequéncia verificada em animais sob estresse térmico, estando
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associada a uma taxa reduzida de producdo de calor, como ferramenta de resposta a
aumentos de temperaturas no ambiente (KADZERE et al., 2002).

A temperatura retal (TR) é bastante util na determinacdo do nivel de
adaptabilidade dos animais, pois elevacdes fora dos padrdes normais para uma dada
espécie funcionam como um indicativo de estocagem de calor por parte do animal que
possivelmente se encontra em estresse térmico. Segundo Anderson (1996) a TR em
caprinos varia de 38,5 a 39,7 podendo variar conforme a estagdo do ano e/ou periodo do
dia.

A frequéncia respiratéria (FR) pode ser obtida a partir da auscultacdo dos
movimentos respiratorios ou visualmente atraves da contagem dos mesmos movimentos
na regido abdominal (SILVA et al., 2010a). Em caprinos normais o valor médio de FR é
estipulado em 15 movimentos respiratorios por minuto, podendo ocorrer variacdes entre
12 e 25 movimentos, e esse parametro é influenciado pelo trabalho muscular,
temperatura ambiente, ingestdo de alimentos, gestacdo, idade e tamanho (GUTLER et
al., 1987). Quando em desconforto térmico o animal faz uso preferencialmente da
frequéncia respiratdria para perder calor para o ambiente (SILVA & ARAUJO, 2000).

Outros parametros importantes na deteccdo do estresse térmico nos animais
domeésticos é a frequéncia cardiaca (FC) e a temperatura superficial (TS). Para Fraser
(1996) a média da frequéncia cardiaca para caprinos é de 90 batimentos/minuto
ocorrendo variacdes de 70 a 120 batimentos/minuto. Em experimentos a campo para
avaliar o grau de adaptacdo de caprinos da raca Moxotd ao semiarido Silva et al.,
(2010b) utilizou de diversos parametros fisioldgicos, incluindo inclusive a temperatura
superficial (TS) e concluiram que pela manha os animais apresentaram TS de 29,4 °C,
valor esse inferior ao da tarde que foi de 31,3 °C. Mesma concluséo foi verificada por
Souza et al., (2008) ao trabalharem com caprinos mesticos no semiarido nordestino
chegando a valores de TS de 27,2 e 31,6 °C referente aos periodos da manha e tarde,
respectivamente.

O ambiente exerce ainda poder de interferir sobre os parametros hematoldgicos,
pois uma vez que o0 sangue é responsavel pela comunicacdo entre 6rgdos e tecidos
distintos, ao longo do carreamento de substancias e nutrientes aumentos na frequéncia
respiratoria decorrentes de variacbes edafoclimaticas acabam por influenciar os

parametros hematoldgicos (SILVA et al., 2010a), e possivelmente tal interferéncia seja
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mais acentuada em animais portadores do virus da artrite encefalite caprina, partindo do
principio que os mesmos apresentam o sistema imunoldgico com debilitado.

O eritrograma constitue parte do hemograma cuja funcdo é a andlise da série
vermelha do sangue, normalmente ja realizado em pacientes acometidos com
enfermidades, assim como também em animais, onde nesse ultimamente descobriu-se
que o mesmo permite avaliar a capacidade de adaptacdo do animal ao ambiente, por
conta do envolvimento do sangue com os mecanismos de perda de calor (SILVA et al.,
2010a). De acordo com Jain (1993) os valores hematoldgicos normais preconizados
para caprinos sao: heméacias de 8 a 18 x 10°/ml; hemoglobina de 8 a 12 g/d; hematdcrito
de 22 a 38%; volume globular médio (VGM) de 16 a 25 p® e hemoglobina corpuscular
média (HCM) de 30 a 36%.

Marai et al., (2008) relataram que a reproducdo é afetada pela exposicdo ao
estresse devido ao calor, responsavel por causar uma lista de varias mudancas graves
nas fungdes bioldgicas, agravadas ainda quando conciliada em ocasides de alto valor de
umidade. Em machos, esterilidade estival, degeneracao do epitélio germinativo, redugédo
da producdo de sémen e queda de fertilidade sdo problema oriundos de altas
temperaturas (FACANHA et al., 2013).

Portanto, em fungdo da importancia que a reproducao tem para qualquer sistema
de producdo animal, minimizar os efeitos deletérios do estresse nos parametros
reprodutivos e propiciar bem-estar animal faz-se necessario para ajudar na sua
adaptacdo a qualquer tipo de ambiente, de modo que ndo tenha sua satde debilitada e,

por consequéncia, ficar mais predisposto a contrair alguma enfermidade.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar se o virus da Artrite Encefalite Caprina
interfere nos parametros clinicos, fisiologicos e hematoldgicos de reprodutores caprinos
com infeccdo recente e cronica para o virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV).
Foram utilizados 12 reprodutores caprinos de diferentes ragas, em bom estado de salde,
de acordo com exame clinico geral realizado, os quais foram mantidos durante todo o
periodo experimental (270 dias) em regime intensivo de producdo. Os machos tinham
de trés a quatro anos de idade, e foram selecionados com base no quadro soroldgico
para 0 CAEV, sendo seis soropositivos (com infecgdo natural crénica ha mais de 12
meses) e seis soronegativos apods trés testes consecutivos de Western Blottting (WB) e
de nPCR no sangue, com intervalo de 30 dias. Os animais foram divididos inicialmente
em dois grupos: o grupo de machos com infeccdo cronica e o grupo de macho livres do
CAEV (pré-infeccdo), os quais foram inoculados com a cepa viral CAEV-Cork, titulo
10>® TCIDsy/mL, por via intravenosa, apés 90 dias do inicio do experimento. A partir
da inoculacdo viral o grupo pré-infeccdo passou a ser denominado de grupo de
reprodutores caprinos com infeccdo recente e foram acompanhados semanalmente por
testes de WB até a soroconversdo, sendo que apos a terceira semana pds inoculagao
todos os animais ja haviam  soroconvertido. Os reprodutores dos dois grupos
apresentaram parametros fisioldgicos e hematologicos dentro dos padrées de
normalidade para a espécie. Quanto aos parametros de comportamento sexual, foi
observado que o0s animais ndo apresentaram receio a presenca do homem em sala de
coleta e que a maioria apresentou o comportamento de cortejo da fémea. O tempo de
reacao nao diferiu (p>0,05) entre 0s grupos e esta dentro dos parametros normais para a
espécie. Concluiu-se que o CAEV ndo interferiu nos parametros fisioldgicos e
hematol6gicos de reprodutores caprinos, independente do tempo de infec¢do para o
CAEV. Em adicdo, a CAE ndo altera o padrdo de comportamento sexual, porém quando
0s animais apresentam artrite h& um quadro de dor e desconforto, afetando o

comportamento sexual e comprometendo o bem-estar do reprodutor.

Palavras — chave: CAE, caprinos, comportamento, eritrograma, lentivirus
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ABSTRAT

The aim of this study was to verify if the Caprine Arthritis Encephalitis virus affects the
clinical, physiological and hematological parameters for bucks with recent and chronic
CAEV infection. 12 male goats of different breeds were used, in good health, according
to general clinical examination, which were maintained throughout the experimental
period (270 days) in intensive system of production. Males of three to four years of age,
and were selected based on serological tests for CAEV, being six seropositive (with
chronic natural infection for more than 12 months) and six seronegative after three
consecutive tests Western Blotting (WB) and of nPCR in the blood, with an interval of
30 days. Animals were divided into two groups: the group of males with chronic
infection, and the group males free of the CAEV (pre-infection), which were inoculated
with the viral strain CAEV-Cork title 10>® TCIDso/ml, intravenously, 90 days after the
beginning of the experiment. From the viral inoculation pre-infection group came to be
named group for breeding with recent infection and were monitored weekly for WB
testing until seroconversion, and after the third week after inoculation all animals had
already seroconverted. The breeders of the two groups showed physiological and
hematological within normal limits for the species parameters. Regarding the
parameters of sexual behavior, it was observed that the animals showed no fear of
human contact in the collection room and realized that the majority held the courtship
behavior of the female. The reaction time did not differ (p>0.05) between groups and is
within normal parameters for the species. It was concluded that the CAEV did not affect
the physiological and hematological parameters of bucks, regardless of time of infection
for CAEV. In addition, the CAE does not alter the pattern of sexual behavior, but when
they show arthritis there is a picture of pain and discomfort, affecting sexual behavior
and compromising the welfare of the males goats.

Keywords: CAE, goats, behavior, erythrogram, lentivirus.
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INTRODUCAO

A producdo de pequenos ruminantes assumiu nas Ultimas décadas grande
importancia acentuada no cenario do agronegocio brasileiro, e hoje ndo é mais
considerada apenas uma atividade de subsisténcia, mas sim uma atividade geradora de
emprego e renda. No semiérido nordestino, a caprinocultura tem ganhado, a cada dia,
mais destaque, e tem se apresentado como uma alternativa para o desenvolvimento
dessa regido, em virtude da boa adaptacdo dos caprinos as caracteristicas climaticas do
Nordeste (SILVA et al., 2006).

Entretanto, por conta desta caracteristica de adaptacdo da espécie caprina ao clima
da regido Nordeste, e na tentativa de conciliar essa caracteristica a uma boa
produtividade, a importacdo de animais de alto potencial genético em programas de
melhoramento animal acabaram por favorecer a entrada de enfermidades, como por
exemplo, a Artrite Encefalite Caprina (CAE), responsavel por grandes perdas
econdmicas dentro de um rebanho acometido.

O Nordeste brasileiro € caracterizado por temperaturas elevadas, baixa umidade
do ar, alta insolacdo, elevadas taxas de evaporacdo, e escassez ou distribuicéo irregular
de chuvas (FERREIRA et al., 2009). Neste ambiente, 0s animais respondem,
fisiologicamente, modificando o seu organismo, resultando em aumento da temperatura
superficial e retal, aumento da frequéncia respiratoria, e reducdo da ingestdo de
alimentos o que prejudica o desempenho produtivo e reprodutivo (BRASIL et al., 2000;
PEREIRA et al., 2011).

Para mensurar as alteragdes fisioldgicas e, consequentemente, o grau de adaptacao
dos animais a um dado ambiente onde este estd inserido, comumente é utilizado
parametros fisiologicos, tais como: a avaliacdo da temperatura retal (TR) que € um
indicativo do equilibrio entre 0 ganho e perda de calor, além de ser um critério de
diagnostico de doencas (PEREIRA et al., 2011); a frequéncia respiratoria (FR) também
bastante utilizado para medir o grau de adaptacdo e o estresse calérico (SOUZA et al.,
2005); bem como a temperatura superficial (TS) (SANTOS et al., 2005). Além dessas, a
frequéncia cardiaca é outra variavel a ser considerada, ja que normalmente valores
elevados dessa sdo verificados em animais em situacdo de estresse térmico, além de
estar associada a uma taxa reduzida de produgdo de calor, como artificio de resposta a

indices elevados de temperatura no ambiente (KADZERE et al., 2002). Nos ultimos
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tempos, em conjunto com essas variaveis fisiologicas os parametros hematoldgicos tém
sido mundialmente Gtil na avaliagcdo, ndo s6 do estado de saude de um animal, mas
também um indicador de estresse calorico (PAES et al., 2000).

Em situacbes de estresse, consequentemente o bem-estar animal é afetado e
resulta no desencadeamento de uma cadeia de alteracdes no organismo do animal,
juntamente com alteragfes nas condicdes fisicas e psicoldgicas do mesmo, que irdo se
refletir, por sua vez, em transformagdes no seu comportamento (PINHEIRO & BRITO,
2009). No caso de reprodutores caprinos essa modificagdo no comportamento é
perfeitamente visualizada na atividade reprodutiva, que é dos processos fisiologicos o
que apresenta maiores niveis de susceptibilidade aos efeitos do comprometimento do
bem-estar animal, porém por esse efeito ocorrer de maneira sutil faz com que se torne
dificil identificar o quanto ela é comprometida, principalmente em se tratando de
machos caprinos infectados com o virus da Artrite Encefalite Caprinos (CAEV), mas o
que se sabe, é que de maneira geral leva a problemas de subfertilidade, ou de
infertilidade, quando em ocasifes de maior gravidade (COSTA E SILVA et al., 2010).

Nessa perspectiva, 0s conhecimentos do comportamento sexual de reprodutores
caprinos, associado as mensuracdes de variaveis fisioldgicas e hematoldgicas, podem
ser um grande indicativo do grau de adaptacdo do animal a um dado ambiente, e se seu
desempenho reprodutivo se situa dentro da normalidade para a espécie, permitindo que
0 produtor utilize 0 mesmo de maneira racional (SANTOS et al., 2006).

Portanto, objetivou-se como este estudo verificar se o virus da Artrite Encefalite
Caprina interfere nos parametros clinicos, fisioldgicos e hematoldgicos de reprodutores
caprinos com infecgéo recente e cronica para a Artrite Encefalite Caprina (CAE).
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MATERIAL E METODOS

Periodo e Local

O presente estudo foi realizado no periodo de julho de 2013 a janeiro de 2014, na
Embrapa Caprinos e Ovinos, localizada no municipio de Sobral — CE, a 3° 41°S e 40°
20°W. O clima da regido ¢ do tipo BShw’, segundo a classificacdo de K&ppen, com
estacdo chuvosa compreendida entre 0s meses de janeiro e maio e a estagio seca entre
0s meses de junho a dezembro (MILLER, 1971).

Animais Experimentais

Foram utilizados 12 reprodutores caprinos de diferentes racas com idade variando
de trés a quatro anos, selecionados com base no quadro soroldgico para o CAEV, sendo
seis soropositivos (com infeccdo natural crénica ha mais de 12 meses) e seis
soronegativos, obtidos apés trés testes consecutivos de Western Blottting (WB) e de
Nested — PCR (PCRn) no sangue, com intervalo de 30 dias. Os animais foram divididos
inicialmente em dois grupos (negativo e positivo para 0 CAEV) com seis animais cada,
todos em bom estado de salde, de acordo com exame clinico geral realizado segundo
Diffay et al. (2005).

Os animais foram mantidos durante todo o periodo experimental (270 dias) em
regime intensivo de producéo, alojados em baias coletivas de um aprisco parcialmente
coberto localizado com orientacdo leste/oeste, e sendo sua alimentacdo ao longo de todo
0 experimento constituida de concentrado (300 g/animal) e volumoso a base de capim
elefante (Pennisetum purpureum) picado e fornecido no cocho, além de agua e sal
mineral ad libitum.

O experimento foi realizado de acordo com o0s principios éticos da
experimentacdo animal, sendo submetido e aprovado no dia 20 de abril de 2012 pelo
Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA/UVA, recebendo o nimero de protocolo
010.12.
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Inoculacéo Viral

Seis reprodutores selecionados e livres do CAEV pertencentes ao grupo de jovens
negativo, apds 90 dias de inicio do experimento foram inoculados com um mililitro de
Meio Essencial Minimo (MEM) contendo a cepa viral CAEV-Cork, titulo 10°°
TCIDso/mL, por via intravenosa, e passou-se a denominar de grupo de reprodutores com
infecgdo recente, acompanhados semanalmente por testes de WB até a soroconversao.

O preparo do inoculo viral foi realizado no Laboratorio de Virologia, segundo
Guedes (1999), utilizando-se amostra viral padrdo (CAEV-Cork), replicadas em células
de membrana sinovial caprina (MSC), e obtidas por explantacdo. Os sobrenadantes
desses cultivos celulares inoculados foram titulados em microplacas, por dilui¢cdes
decimais em MEM com 2% de soro fetal bovino (SFB), usando-se oito repeticdes
(pocos) por diluicdo. Em cada poco distribuiu-se 50uL da dilui¢do viral e, ap6s uma
hora de incubacdo a 37°C em 5% de atmosfera de CO,, foram adicionados 50ulL da
suspensdo de células de MSC. Aos quatorze dias pds-inoculacdo, obteve-se o titulo
segundo a técnica de Reed & Muench (1938) e calculada a dose infectante com a
titulacdo viral de de 10°° TCIDso/mL.

Avaliacdo do comportamento sexual

Os animais experimentais foram treinados para a coleta de sémen por vagina
artificial, quinzenalmente, por trés meses antes do inicio do experimento.

Em sala de coleta de sémen os animais eram submetidos a avaliacdo dos seguintes
indicadores comportamentais: tempo de reacdo (TRg), ocorréncia de cortejo (OC),
interesse pela fémea (IF), quantidade de montas (QM) e relacdo homem/animal.

O TRg definido como o periodo de tempo, entre a liberacdo do reprodutor com
acesso a uma fémea em estro até a primeira monta com ejaculacdo, e foi mensurado
com cronometro digital em segundos. Para classificar o TR¢ foi adotado o seguinte
critério: 6timo (0-15 seg.), bom (16 — 30 seg.), médio (31-45seg.) e ruim (36 — 60 seg.),
e a partir dessa cronometragem se determinava o IF. JA a QM, a OC e a relagdo
homem/animal se determinava pela visualizagdo do comportamento do animal em sala

de coleta.
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Coleta de Sangue

Mensalmente realizava-se a coleta de sangue por puncdo da veia jugular
utilizando-se sistema vacutainer®, com tubos de 5 mL com anticoagulante &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), o sangue coletado em seguida era submetido a
realizacdo de um hemograma, no qual mensurou-se 0s seguintes parametros
hematoldgicos: contagem de hemacias em camaras hematrimétricas (milhdes/pL),
microhematdcrito (%), hemoglobina pelo método da cianometahemoglobina (g/dL),
volume corpuscular médio (VCM) (fL), hemoglobina corpuscular médio (HCM) (pg),
concentra¢do de hemoglobina corpuscular médio (CHCM) (%), assim como contagem
de leuctcitos em cdmaras hematrimétricas (milhares/pL).

Exame Clinico e Parametros Fisioldgicos

Em todos os grupos desde o inicio do experimento foram feitas mensuracdes,
mensais, das articulacdes carpo-metacarpo para o calculo do indice de articulacdo
clinico (IAC) segundo metodologia descrita por Pinheiro et al. (2005) e exames clinico
androlégico completo.

Além disso, quinzenalmente eram avaliados e mensurados sempre as 8h:00 da
manha a frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR), temperatura superficial
da pele (TS) e a temperatura retal (TR). A FC foi obtida com auxilio de um estetoscopio
e a FR foi obtida através da observacdo dos movimentos respiratorios no flanco do
animal durante 30 segundos, vindo depois a multiplicar esse valor por dois objetivando
estimar a FR no intervalo de um minuto. A TR foi obtida utilizando-se um termoémetro
clinico digital, introduzido diretamente no reto do animal. Ja a TS foi medida a 10 cm
da regido dorsal dos animais, por intermédio de um term6metro infravermelho digital

portétil, com mira laser (MT-350 Missipa).
Parametros Ambientais
As variaveis ambientais temperatura e umidade relativa do ar foram monitoradas a

cada cinco minutos, ao longo de todo o periodo experimental. Para isso, trés Data
Loggers (HOBO PRO V2 Onset) (Figura 1) foram distribuidas, estrategicamente, nos
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locais onde os animais se encontravam e frequentavam, sendo um na sala de coleta de
sémen, um na baia do grupo negativo e outro na do grupo positivo. Os dados coletados
pelos Data loggers foram agrupados e as médias calculadas para os diferentes periodos
do dia: brando (22:00 as 3:59 horas), médio | (04:00 as 09:59 horas), critico (10:00 as
15:59 horas) e medio Il (16:00 as 21:59 horas). Além disso, dados da estacdo
automatica do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), mensuradas a cada uma
hora, localizada na Fazenda Trés Lagoas Estrada Sobral-Groairas, Km 4, no municipio

de Sobral-Ce para monitoramentos do clima local, , foram levados em consideracéo.

Figura 1 — Modelo de Data Logger utilizado na mensuracdo da temperatura e umidade

nos diferentes ambientes.

Fonte: Renato M. Peixoto

Analise dos Dados

Os resultados dos parametros avaliados em ambos 0s grupos foram expressos por
meio de média e desvio padrdo. Posteriormente foram analisados pelos testes de
Shapiro-Wilk e Battlet para verificar os pressupostos de normalidade e homogeneidade
das variaveis, respectivamente. Aquelas que ndo atenderam as condi¢des previamente
determinadas se aplicou a transformacéo logaritima de base 10. Realizado isso, foi feita
analise de variancia e médias e desvio padrdes foram comparadas pelo Teste de Turkey

a 5% de significancia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A média e o desvio padrdo de temperatura e umidade nos ambientes onde 0s
animais permaneciam, ao longo dos diferentes periodos do dia, conforme foi

determinado, podem ser evidenciadas na tabela 1 e 2.

Tabela 1 — Dados de temperatura e umidade da baia dos reprodutores com infeccéo
recente para o virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) nos diferentes
periodos do dia.

Temperatura (°C) Umidade (%)
. " Médio s " .

Brando Médio | Critico I Brando Meédio | Critico Meédio 11

Julho 2429+ 2483+ 3186+ 2848+ 8754+ 85,89 + 64,48 + 65,86 +
1,24 2,62 2,05 2,56 6,41 11,54 20,05 14,61

Agosto 2532+ 2630+ 3444+ 3057+ 79,27+ 76,04 + 41,94 + 54,46 +
1,15 2,77 1,50 2,86 5,28 11,69 5,76 12,72

Setembro 25,65 + 27,21 + 35,64 + 30,55 + 76,81 + 69,11 + 37,46 54,45 +
0,85 2,81 1,44 3,19 5,15 12,52 577 13,11

Outubro 2554+ 2745+ 36,13+ 30,30+ 7751+ 69,31 + 36,47 55,35 +
0,69 3,07 1,39 3,17 4,73 13,11 571 12,20

Novermbro 2545+ 27,18+ 3480+ 29,76+ 80,52+ 74,41 + 43,54 + 60,03 +
0,84 2,75 1,82 3,02 5,82 12,39 7,73 13,00

Dezembro 2547+ 26,71+ 3454+ 2997+ 82,15+ 77,72 + 45,32 + 60,12 +
0,77 2,71 2,37 2,93 5,78 12,25 11,08 12,15

Janeiro 2537+ 2642+ 3294+ 2853+ 8754+ 83,73 + 54,30 + 70,49 +
0,97 2,31 2,81 3,14 6,74 11,37 14,24 15,49

Fevereiro 2529+ 26,16+ 32,06+ 28,14+ 89,98+ 87,22 + 61,59 + 76,32 +
0,90 2,21 2,73 2,82 6,07 10,29 14,03 14,66

Marco 25,17+ 2599+ 31,83+ 2758+ 94,07+ 91,37 + 67,55 + 83,49 +
0,85 2,12 2,36 2,3 4,07 8,18 11,93 11,99

Periodo 2554+ 2634+ 3399+ 2933+ 84,02+ 79,96 + 48,82 + 64,26 +
Total 0,69 2,59 2,89 3,21 8,95 14,17 15,71 17,55

Periodos do dia: (brando — das 22hs00 as 03hs59; médio | — das 04hs00 as 09hs59; critico — das 10hs00 as
15hs59; médio Il — 16hs00 as 21hs59).

Na tabela 1 nota-se que as médias de temperatura ambiente, de modo geral,
permaneceram com valores dentro da zona de termoneutralidade para caprinos, que
segundo Baéta & Souza (1997) € de 20 a 30 °C, com excecdo apenas do periodo critico
(10-15h59min) cujos valores ficaram ao longo de todo o experimento acima dessa zona
de conforto estabelecida por esses autores. Desse modo, pode-se dizer que durante esse
periodo, que os animais ndo permaneceram na sua zona de termoneutralidade, que os
mesmos apresentaram uma maior requisicdo de energia no intuito de manter constante

sua temperatura corporal e seu comportamento fisiologico. Resultados semelhantes
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foram obtidos por Gomes et al., (2008) e Souza et al., (2011) e que tambéem relataram
temperaturas elevadas ficando fora da zona de conforto para caprinos nas horas mais
quentes do dia em trabalhos realizados na regido semiarida nordestina.

Com relacdo a umidade relativa essa permaneceu sempre instavel ao longo do
periodo experimental nos diferentes periodos, ficando algumas vezes dentro do
intervalo recomendado para caprinos que é entre 40 e 70 % (Baéta & Souza, 1997). Os
periodos brando (22h00min as 03h59min) e médio | (04h00Omin as 09h59min) foram
comumente evidenciados os maiores indices dessa variavel ambiental, tendo em vista o
englobamento do horéario noturno e das primeiras horas da manha atrelado a esse
periodo, ao passo que os periodos critico (10h00Omin as 15h59min) e médio Il
(16h00min as 21h59min) caracterizado por horarios mais quentes do dia, foram
observados os menores valores de umidade relativa. Gomes et al., (2008) e Souza et al.,
(2011) evidenciaram situacdo de similaridade com os resultados desse trabalho, uma vez
que encontraram valores altos de umidade de 60 a 80 % também no periodo da manha, e
valores menores variando de 41 a 45% no periodo da tarde.

Na tabela 2 que representa os valores das variaveis ambientais (temperatura e
umidade relativa) na ala dos reprodutores com infeccao crénica para o0 CAEV observa-
se a mesma situacdo demonstrada na ala dos reprodutores com infecgéo recente, em que
o periodo critico foi também o horério onde o0s animais requereram maiores quantidades
de energia e fizeram uso de mais artificios para contornar a situacdo adversa a sua zona

de conforto, propiciando com que mantivesse o equilibrio de suas func@es fisioldgicas.
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Tabela 2 — Dados de temperatura e umidade da ala dos reprodutores com infecgéo
crbnica para o virus da artrite encefalite caprina (CAEV) nos diferentes
periodos do dia.

Temperatura (°C) Umidade (%)

Brando  Médio | Critico Melijlo Brando Médio | Critico Médio 1l

Julho 2421+ 2474+ 3204+ 2863+ 87,15+ 86,31+ 54,21 + 67,26 +
1,06 2,32 2,17 2,84 8,93 10,21 12,55 15,9

Agosto 2521+ 26,25+ 34,75+ 3058+ 7859+ 75,26 40,50 + 53,40 +
0,96 2,56 1,71 3,12 4,88 11,08 6,04 13,31

Setembro 2542+ 27,11+ 36,02+ 3048+ 76,90+ 68,87 36,02 + 53,73
0,76 2,73 2,27 3,36 5,19 12,47 2,27 13,21

Outubro 2543+ 2721+ 3647+ 3036+ 76,98+ 69,38 + 36,47 + 53,96 +
0,71 3,00 1,67 3,24 4,96 13,21 1,67 12,10

Novembro 2541+ 27,10+ 3506+ 2983+ 79,62+ 73,90 = 42,10 + 58,35 +
0,80 2,71 2,04 3,05 5,95 12,46 8,00 12,67

Dezembro 2545+ 2664+ 3480+ 3008+ 8147+ 75,54 + 43,87 + 58,51 +
0,77 2,61 2,53 2,97 6,16 12,38 11,38 12,21

Janeiro 2535+ 26,32+ 3309+ 2854+ 87,76+ 84,73 + 54,06 + 70,15 +
0,97 2,22 2,95 3,18 7,22 11,46 14,47 15,84

Fevereiro 2520+ 26,00+ 3201+ 2805+ 91,95% 90,00 + 64,14 + 78,2 +
0,86 2,10 2,83 2,85 6,04 9,93 145 14,88

Marco 2502+ 2571+ 3154+ 2731+ 96,17 94,04 + 69,84 + 85,63 +
0,78 1,87 2,37 2,27 3,95 7,36 11,92 12,18

Periodo 25,18+ 26,34+ 3399+ 2933+ 84,07+ 79,96 + 48,83 + 64,26 +
Total 0,94 2,59 2,85 3,21 8,71 14,17 15,70 17,55

Periodos do dia: (brando — das 22hs00 as 03hs59; médio | — das 04hs00 as 09hs59; critico — das 10hs00 as
15hs59; médio Il — 16hs00 as 21hs59).

Os parametros fisioldgicos temperatura retal (TR), frequéncia respiratéria (FR),
frequéncia cardiaca (FC) e temperatura superficial (TS) dos reprodutores caprinos antes

da infeccdo e dos com infecgdo crénica estdo expressos na tabela 3.

Tabela 3 — Média dos parametros fisiologicos de reprodutores caprinos pré-infeccao e
com infecgdo cronica para o virus da artrite encefalite caprina (CAEV), nos
meses de julho a setembro, em Sobral, CE.

Grupos
Pré-Infeccédo Infecgdo cronica
Temperatura Retal (°C) 38,98 + 0,39a 38,53 £ 0,34b
Frequéncia Respiratdria (mov./min.) 67,03 + 18,47a 71,07 + 18,85a
Frequéncia Cardiaca (bat./min.) 107,87 + 12,88a 95,83 + 13,39
Temperatura Superficial (°C) 31,53 +1,81b 32,65 +0,97a

Valores seguidos de letras iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca estatistica pelo Teste de
Turkey a 5% de significancia.

Com a andlise de variancia verificou-se diferenca significa (p < 0,05) ao comparar
as médias de TR, FC e TC entre os dois grupos experimentais, enquanto que a FR nédo

diferenciou entre os grupos a serem avaliados (p>0,05).



63

Em ambos os grupos a TR permaneceu dentro dos limites fisiologicos de 38, 5 a
39,7 °C para caprinos (PEREIRA et al., 2011) e similar aos resultados demonstrados
por Silva et al., (2005), Santos et al., (2005) e Silva et al., (2010) que trabalhando com
caprinos no semiarido nordestino encontraram media de TR variando de 38,9 a 39,3 °C,
39,3 a 39,7 °C e de 38,8 a 39,3 °C, respectivamente. Esta situacdo significa que os
reprodutores, mesmo aqueles com infecgdo cronica do CAEV ndo se encontravam em
estresse térmico ao levar em consideragdo unicamente a TR, estando assim adaptados ao
ambiente e indicando que a CAE ndo altera o sistema adaptativo e 0 comportamento
fisioldgico do animal acometido pela enfermidade.

As maiores médias de TR foram evidenciadas no grupo de reprodutores nao
infectados com o CAEV, possivelmente isso tenha ocorrido em fungdo desses animais
terem usado mais de seus mecanismos de termorregulacdo e estocado mais calor, bem
como terem sofrido mais as interferéncias das variacdes ambientais, pois segundo Souza
et al., (2008) a TR, € uma das variaveis fisioldgicas que mais sofre influéncia da
temperatura ambiente.

Com relacdo a FR, nesse trabalho ndo encontrou-se diferenca significativa
(p>0,05) entre os grupos avaliados, porém apresentou-se fora da normalidade que, de
acordo com Martins Janior et al., (2007), é de 15 movimentos respiratorios por minuto
com variagdo de 12 a 25 mov./min, sugerindo que em determinados momentos 0s
animais sofreram desconforto térmico e fizeram mais uso desse parametro para efetuar a
troca de calor com o ambiente e manter a homeotermia. Essa situagdo corrobora com
Silva & Araujo (2000), Martins Janior et al., (2007) e Gomes et al., (2008) que afirmam
justamente isso, que a FR é o mecanismo fisiolégico geralmente escolhido pelos
animais para efetuar a atividade termorreguladora sobres estas situacdes, Via
evapotranspiracdo pulmonar, mantendo por consequéncia, a homeotermia. Mas deve-se
ressaltar que quando esse parametro fisiologico se mantém elevado por vérias horas
pode acarretar inimeros problemas aos animais, uma vez que causaria desvio de
energia, que poderia estar sendo utilizada em outros processos metabdlicos e produtivos
(SOUZA et al., 2005), e no caso especifico de reprodutores caprinos, na interferéncia
negativa em seu desempenho reprodutivo.

Os valores de FR encontrados nesse trabalho sdo menores que 0s encontrados para
caprinos por Pereira et al., (2011) de 94,46 mov./min. e maiores que os resultados de

Souza et al., (2008), Souza et. al., (2011) e Lucena et al., (2013) os quais encontraram
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respectivamente 51,4 mov./min., 61,03 mov./min e 52,9 mov./min. de FR. A
divergéncia dos valores se d& por conta da caracteristica do pardmetro avaliado que
trata-se de uma variavel influenciada pelo trabalho muscular, temperatura ambiente,
idade e tamanho dos animais.

Ja a FC encontrou-se dentro dos padrdes descritas por Fraser (1996), cuja média
da frequéncia cardiaca para caprinos € de 90 bat./min. ocorrendo varia¢es de 70 a 120
bat./min., mas com diferenca significativa (p<0,05) ao comparar os reprodutores nao
acometidos com o0s que apresentam infeccdo crbnica, sendo que nesses ultimos
evidenciaram-se os menores valores de FC. Os valores de FC deste estudo s&o maiores
que os verificados por Santos et al., (2005) que variaram de 74,06 a 95,39 bat./min. ao
estudarem a adaptacdo de diferentes racas ao Nordeste brasileiro e menores na
comparagdo com os achados de Souza et al., (2005) de 127, 96 bat./min. no periodo da
manhd. Essa discrepancia de valores na literatura deve-se muito as diferencas de
condigdes no ambiente em que sdo obtidas, causando efeito diferenciado e interferéncia
no parametro a ser mensurado.

A TS em ambos 0s grupos apresentou-se dentro dos valores descritos na literatura
para caprinos que varia de 27,87 a 38,46 °C (SOUZA et al., 2008; SILVA et al., 2010;
SOUZA et al., 2011) e diferenciou significativamente (p<0,05) entre 0s grupos sujeitos
a avaliacdo, vindo o grupo de animais com infeccdo crbnica denotar a maior média. O
fato de ndo haver valores bem estabelecidos para a espécie caprina, esta pode ser
atribuida ao meio de como se obtém esse parametro, uma vez que a temperatura da pele
ndo assume carater uniforme (MAIA et al., 2005), devendo-se nesse caso adotar o
calculo proposto por McLean et al., (1983) que calculavam a temperatura superficial
média a partir de multiplas medidas em pontos diferentes do corpo animal, vindo a
estimar a variacdo de calor. No entanto, esta metodologia ndo foi adotada nesse trabalho
0 que explica possiveis divergéncias com outros resultados da literatura, apesar de ter se
deparado dentro dos valores encontrados na mesma.

Conforme Heath et al., (2001) a sensacédo de conforto e/ou de estresse do animal é
melhor avaliada pela temperatura da pele. Com base nessa premissa, pode-se inferir que
0s animais com infecgdo crénica por apresentar uma maior TC estavam propensos a um
desconforto que propiciou com que tivessem que responder mais as alteracdes do
ambiente, podendo até mesmo favorecer a evolucdo da doenca em detrimento da

reducdo da imunidade devido a situagdo de estresse térmico.
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Na tabela 4 estdo expressos os parametros fisiologicos avaliados (TR, FR, FC e
TS) dos mesmos reprodutores caprinos, porém agora submetidos a infeccéo recente com
0 CAEV, e dos reprodutores com infecgéo cronica.

Tabela 4 — Pardmetros fisioldgicos de reprodutores caprinos com infeccdo recente e
reprodutores com infeccao crénica para o virus da artrite encefalite caprina
(CAEV), nos meses de setembro de 2013 a marco de 2014, em Sobral, CE.

Grupos
Infeccdo recente Infeccéo cronica
Temperatura Retal (°C) 38,74 £ 0,53a 38,18 £ 0,58b
Frequéncia Respiratdria (mov./min.) 59,72 £ 12,91b 64,86 + 15,26a
Frequéncia Cardiaca (bat./min.) 87,07 £ 11,62a 89,97 + 14,32a
Temperatura Superficial (°C) 31,84 +1,16a 32,10+ 1,18a

Valores seguidos de letras iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca estatistica pelo Teste de
Turkey a 5% de significancia.

Ao comparar os dois grupos experimentais (infeccdo recente e infecgdo cronica)
pode se notar que a diferenca significativa (p<0,05) para a varidvel TR manteve-se apds
a realizacdo da infeccdo com o virus e que mesmo assim o0s valores encontrados ainda
se encontram dentro da normalidade para a espécie. Ja a FR que antes da infec¢do ndo
apresentava diferenca significativa (p>0,05) ap6s a infeccdo essa veio a diferenciar
significativamente (p<0,05), no qual o grupo de animais com infeccdo crénica
apresentou maiores indices de FR, mas ainda dentro dos padr6es recomendados para
caprinos. Essa variavel ainda sofreu uma reducdo de valores em relacdo aos indices
encontrados antes de ser realizada a infeccdo. Efeito semelhante ocorreu com a FC que
teve seus valores reduzidos, corroborando com a afirmacéo de Lucena et al., (2013) que
declaram que a FR e a FC constituem em caprinos, as variaveis que mais sao afetadas
quando héa ocorréncia de algum tipo de estresse térmico, quando avaliaram as respostas
fisioldgicas de caprinos nativos sadios mantidos em temperatura termoneutra e estresse
térmico. Com a reducdo da FC, diferente de antes da infeccdo esse parametro ndo mais
se diferencia (p>0,05) entre 0s grupos experimentais, porém continua dentro dos indices
habituais para a espécie. Com a TS apds a infeccdo ndo se detectou diferenca
significativa (p>0,05) entre os grupos avaliados, apesar dos reprodutores com infecgédo
crbnica ter permanecido com valores superiores.

A referida situagdo confirma que reprodutores caprinos, independentemente do

tipo de infeccdo, mantém os parametros fisiologicos normais sem alteracdo do grau de



66

adaptacdo ao semiarido nordestino, tendo em vista que apesar de estarem com o virus da
CAE em seu organismo 0s mesmos ndo precisaram utilizar de maneira severa seus
mecanismos termorreguladores. Tais resultados coincidem com os relatados por Paula
et al., (2008) ao estudarem os parametros clinicos e hematoldgicos de reprodutores
caprinos infectados naturalmente pelo CAEV durante a transicdo da estacao seca para
chuvosa no Ceard, em que também ndo observaram alteracdo nos quesitos adaptativos
em funcdo da enfermidade. Mas ressalva que isso ndo reflete e nem minimiza as perdas
que a doenca acarreta dentro de um rebanho, mesmo néo prejudicando o nivel de
adaptacdo ao ambiente por parte do animal.

Atualmente, além da avaliacdo dos parametros fisiologicos utiliza-se também dos
pardmetros hematoldgicos como ferramenta Gtil na indicacdo de estresse caldrico, bem
como serve ainda para avaliar a salde do animal, devido a variacdes quantitativas dos
componentes do sangue (ROBERTO et al., 2010). Na tabela 5 estdo demonstrados 0s
parametros hematolégicos avaliados tanto nos reprodutores pré-infeccdo quanto nos
acometidos cronicamente pela CAE. Com base no exposto a seguir, se observa que nédo
houve diferenca em nivel de significancia de 5% (p>0,05) para as varidveis avaliadas
entre os dois grupos do estudo. Os mesmos ainda se deparam incluso nos padrdes
recomendados para caprinos que, de acordo com Jain (1993), Saunders (1999) e Kramer
(2006) delimitam os valores hematoldgicos normais sendo: heméacias de 8 a 18 x
10%/ml; hemoglobina de 8 a 12 g/dL, hematécrito de 22 a 38%, leucécitos de 4 — 13 x
10*/ml volume corpuscular médio (VCM) de 15 a 25 p® hemoglobina corpuscular
média (HCM) de 5,2 A 8,0 pg e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) de 30 a 36%. Esses dados sugerem que os animais acometidos pela CAE
podem apresentar seus parametros hematoldgicos similares a animais ndo acometidos,
uma vez que os valores desse estudo ainda se encontram em consonancia com outros
vistos na literatura (SILVA et al., 2006; PAULA et al., 2008; LUZ et al., 2010).
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Tabela 5 — Pardmetros hematologicos de reprodutores caprinos pré-infeccdo e com
infeccdo crbnica para o Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV), nos
meses de julho a setembro, em Sobral, CE.

Grupos

Pré-Infeccao Infeccéo cronica
Hematdcrito (%) 30,50 + 3,54a 30,50 + 3,57a
Hemoglobina (g/dL) 9,79 +1,03a 9,72 +1,38a
Leucécitos (103/mL) 11,22 + 4,39 12,05 + 3,58a
Hemacias (10%/ml) 16,83 + 1,37a 16,43 + 1,69
VCM (1 18,23 + 1,56a 18,31 + 1,15a
HCM (pg) 5,75+0,17a 5,76 + 0,39
VHCM (%) 31,89 + 2,58a 31,64 +1,88a

Valores seguidos de letras iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca estatistica pelo Teste de
Turkey a 5% de significancia.

A tabela 6 ao realizar a comparagédo dos animais com infeccao crénica com os de
infeccdo recente observa-se que os valores se encontram dentro dos de referéncia para a
espéecie (JAIN, 1993; SAUNDERS, 1999; KRAMER, 2006), mas ocorrendo diferenca
significativa (p<0,05) entre os grupos para 0s parametros: hematocrito, hemoglobina,
VCM e HCM.

Os reprodutores com infeccdo cronica apresentaram valores maiores de
hematdcrito e de hemoglobina que os do grupo da infec¢do recente. Viana et al., (2002)
afirmam que os constituintes sanguineos sdo passiveis de sofrerem alteracdo em funcéo
do ambiente, assim como Swenson & Reece (1996) descrevem a perda de liquido por
parte do animal via pele e /ou aparelho respiratério decorrente de elevagdes de
temperatura que implica justamente na reducdo do volume plasmatico seguido de

elevadas concentra¢fes no hematocrito.
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Tabela 6 — Pardmetros hematoldgicos de reprodutores caprinos com infeccdo recente e
com infeccdo cronica para o Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV)
nos meses de setembro de 2013 a marc¢o de 2014, em Sobral, CE.

Grupos

Infeccdo recente Infeccéo cronica
Hematdcrito (%) 28,81 + 2,65b 30,92 £ 2,87a
Hemoglobina (g/d) 9,39 = 0,86b 10,03 + 1,26a
Leucécitos (103/mL) 10,61 + 5,20a 11,11 + 4,69a
Hemacias (10%/ml) 16,21 + 1,3a 16,58 + 2,53a
VCM (¥ 17,85 + 0,95b 18,32 + 1,00a
HCM (pg) 5,72 £ 0,16b 5,89 £ 0,37a
VHCM (%) 32,27 £ 1,52a 32,28 £2,13a

Valores seguidos de letras iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca estatistica pelo Teste de
Turkey a 5% de significancia.

No que diz respeito ao comportamento reprodutivo dos animais antes da infeccéo
em comparacdo aos com infeccdo cronica para a CAE (tabela 7) ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) para a varidvel tempo de reacéo (TRg¢).

O tempo encontrado nessa pesquisa para o grupo de machos antes da infeccao foi
maior aos achados por Santos et al., (2006) que variou de 25,7 a 28,6 segundos, quando
trabalharam com machos caprinos da raca Alpina e Saanen, porém o tempo do grupo
com infecgéo cronica foi menor ao estabelecido por esses autores (48,8 a 75,5 seg.) para

machos caprinos das referidas racas.

Tabela 7 - Caracteristicas comportamentais de reprodutores caprinos pré- infeccdo e
infeccdo crbnica para o Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) nos
meses de julho a setembro, em Sobral, CE.

Grupos
Pré-Infeccdo Infeccdo cronica
Tempo de Reacéo (seg.) 32,32 + 31,68a 25,22 + 13,71a
Ocorre Cortejo (%) 80,76 92,85
Relacdo Homem/Animal N&o apresentou receio Né&o apresentou receio
NUmero de Saltos 1,23 +0,51a 1,06 £ 0,26b

Valores seguidos de letras iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca estatistica pelo Teste de
Turkey a 5% de significancia.

Analisando ainda a tabela 7, verifica-se um maior percentual de ocorréncia de

cortejo por parte dos reprodutores com infeccao crdnica e mais acostumados a coleta de
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sémen, estando em perfeita concordancia com os trabalhos de Santos et al., (2006) que
detectaram que machos experientes tendem a apresentar maior manifestagéo de cortejo,
possivelmente isso ocorra por se tratar de animais mais condicionados a coleta de sémen
que optam por testar a receptividade da fémea ao invés de se realizar diretamente a
monta. No entanto, Machado et al. (1994) observaram héa diferencas individuais no
desempenho sexual de caprinos, assim com também entre racas.

N&o foi notado ao longo de todo periodo experimental qualquer tipo de receio dos
animais a presenca do ser humano na sala de coleta de sémen. Entretanto, o0 nimero de
saltos entre os grupos avaliados diferiu significativamente (p<0,05), vindo os animais
pré-infeccdo exercerem um maior nimero de saltos até a ocorréncia da ejaculagdo,
acontecendo justamente por conta de sua menor experiéncia.

Na avaliacdo do comportamento reprodutivo dos machos caprinos apos a
realizacdo da infeccdo em comparagdo aos acometidos cronicamente pela CAE (tabela
8), observa-se comportamento similar ao relatado anteriormente, o que demonstra que o
virus ndo interferiu acentuadamente no comportamento reprodutivo dos animais. Porém,
0 tempo de reacdo tendeu a se elevar, em ambos os grupos, mas sem diferenca
significativa entre eles (p>0,05), bem como apresentaram o0 mesmo percentual de
ocorréncia de cortejo, justificado pelo fato dos reprodutores com infeccao recente ja se
encontravam mais adaptados a rotina de coleta e a presenca da fémea, embora o0 nimero
de saltos tenha se mantido ainda elevado e diferindo significativamente (p<0,05) em

comparacdo aos machos cronicamente infectados pelo CAEV.

Tabela 8 — Caracteristicas comportamentais de reprodutores caprinos com infeccédo
recente e com infeccdo crénica para o Virus da Artrite Encefalite Caprina
(CAEV) nos meses de setembro de 2013 a marc¢o de 2014, em Sobral, CE.

Grupos
Infeccdo recente Infeccdo cronica
Tempo de Reacdo (seg.) 37,28 £ 46,72a 38,67 + 34,83a
Ocorre Cortejo (%) 94,92 94,92
Relacdo Homem/Animal N&o apresentou receio N&o apresentou receio
NUmero de Saltos 1,20 £ 0,37a 1,06 + 0,26b

Valores seguidos de letras iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca estatistica pelo Teste de
Turkey a 5% de significancia.

O interesse pela fémea também foi um pardmetro util na avaliagdo do

comportamento sexual dos reprodutores com infeccdo recente com os de infecgéo
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crénica para CAE (tabela 9). Verifica-se que, de um modo geral, os animais
apresentaram performances semelhantes com uma leve vantagem para os com infecgéo
recente dos quais advieram maiores percentuais de interesse classificado como 6timo.
Possivelmente isso se deu devido a idade desses animais, tendo em vista a um maior
estado de estimulo sexual do jovem quando a frente com uma fémea de sua espécie em

situacéo de estro.

Tabela 9 — Interesse pela fémea de reprodutores caprinos com infeccdo recente e com
infeccdo crbnica para o virus da artrite encefalite caprina (CAEV) nos meses
de setembro de 2013 a marco de 2014, em Sobral, CE.

Grupos
Infeccdo recente Infeccdo cronica
(%) (%)
Otimo 36,95 21,73
Bom 28,98 23,91
Médio 9,42 34,78
Ruim 24,65 19,55

Os dados ambientais de temperatura e umidade obtidos na sala de coleta durante a
avaliacdo do comportamento reprodutivo dos grupos de animais experimentais podem

ser visualizadas na tabela 10.

Tabela 10 — Dados de temperatura e umidade da sala de coleta de sémen ao longo dos
meses considerando apenas os dias e o horario (8hs00 as 10hs00) de
avaliacdo comportamental e de coleta de sémen.

Temperatura (°C) Umidade (%)

Julho 26,25+ 1,38 81,5+7,28
Agosto 27,65 + 1,96 68,13 + 8,89
Setembro 28,27 + 1,46 63,84 + 8,49
Outubro 29,12 +1,70 57,77 + 8,88
Novembro 28,51 +1,37 66,17 + 8,42
Dezembro 26,95+ 1,72 77,18 + 10,56
Janeiro 26,97 £ 1,49 81,26 +£ 10,09
Fevereiro 26,85+ 1,31 82,54 + 8,48
Marco 26,17 +1,41 87,71 +6,35
Periodo Total 27,40 +1,82 74,23 +13,19

Observa-se que a temperatura ambiente permaneceu dentro dos limites
preconizados para caprinos (20 a 30 °C - BAETA & SOUZA, 1997), indicando que no

momento da avaliagdo o0s reprodutores se achavam dentro da sua zona de
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termoneutralidade ndo tendo seu desempenho reprodutivo prejudicado por questdes
ambientais. No que tange a umidade relativa em alguns meses essa ndo ficou dentro do
ideal para caprinos (40-70 % - BAETA & SOUZA, 1997), mas acredita-se que sem
prejudicar a performance do animal ou a confiabilidade dos resultados desse estudo.
Todos os animais inoculados com o0 CAEV-Cork, soroconverteram apés a terceira
semana. Apenas dois animais apresentaram problemas articulares durante o experimento
com valor acima do normal para a espécie conforme classificacdo de Pinheiro et al.,
(2005). Um macho da Raca Anglo Nubiana de 4 anos, com infecgédo cronica apresentou
aumento do IAC (de 6 a 8), a partir de dois meses do inicio do projeto e manifestou
sintomas de dor nas articulagdes, causando, em determinado momento, dificuldade em
efetuar monta, confirmando a afirmacdo de Andrioli, (2001) que reprodutores com
graves problemas articulares podem vim a ser potencialmente incapazes de serem
usados na atividade reprodutiva, principalmente se acometido pela CAE, enfermidade
caracterizada justamente por problemas articulares. O animal com dor articular foi
tratado com analgésicos e antiflamatorios, e melhorou o0 seu comportamento
reprodutivo. O outro animal foi um Saanen, com 2 anos de idade, do grupo com
infeccdo recente, sendo que os valores de IAC eram em média 5,5 antes da infeccéo e
apos dois meses o IAC aumentou para 7,5, indicando problema articular, porém sem
sintoma de dor. Nenhum outro sintoma da CAE foi observado nos animais durante todo

0 periodo experimental.
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CONCLUSOES

Assim, pode-se concluir que o CAEV néo interferiu nos parametros fisioldgicos,
hematol6gicos e comportamentais de reprodutores caprinos, independente do tempo de
infeccdo do CAEV, mantendo os parametros avaliados dentro dos padrdes de referéncia
para a espécie.

A CAE ndo altera o padrdo de comportamento sexual, porém quando o0s animais
apresentam artrite hd um quadro de dor e desconforto, afetando o comportamento sexual

e comprometendo o bem-estar do reprodutor.
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CAPITULO 3
AVALIACAO DA TECNICA DE WESTERN BLOTTING (WB) NO
PLASMA SEMINAL DE REPRODUTORES CAPRINOS PORTADORES
DO VIRUS DA ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA (CAEV)

EVALUATION OF WESTERN BLOTTING (WB) IN PLASMA SEMINAL
OF GOATS INFECTED BY CAPRINE ARTHRITIS ENCEPHALITIS
VIRUS (CAEV)
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar a técnica de Western Blotting em amostras
de plasma seminal na detecgdo de anticorpos anti-CAEV em comparagdo as amostras de
soro sanguineo de reprodutores com infeccdo recente ou crénica. Para isso, foram
selecionados 12 reprodutores caprinos de diferentes racas, higido e mantidos durante
todo o periodo experimental (270 dias) sob regime intensivo. Os machos tinham de trés
a quatro anos de idade, e foram selecionados com base no quadro soroldgico para o
CAEV, sendo seis soropositivos (com infecgdo natural cronica hd mais de 12 meses) e
seis soronegativos. Os animais foram divididos inicialmente em dois grupos: machos
com infecgdo crénica e machos pré-infeccdo. Apds 90 dias do inicio do experimento, 0s
seis machos pré-infeccdo foram inoculados com a cepa viral CAEV-Cork, titulo 10>°
TCIDso/mL, por via intravenosa. A partir da inocula¢do viral o grupo pré-infeccao
passou a ser denominado de grupo com infeccdo recente e foram acompanhados,
semanalmente, por testes de WB no sangue e plasma seminal, juntamente com o0s
animais com infecgdo croénica, durante 180 dias. As coletas de sémen foram feitas por
vagina artificial, seguida de espermograma. Todos os animais inoculados com o CAEV-
Cork, soroconverteram ap0Os a terceira semana. Os reprodutores, dos dois grupos
experimentais, apresentaram os parametros de concentracdo, motilidade e vigor, dentro
dos padr@es recomendados pelo CBRA (2013), ndo havendo, entre os grupos, diferenca
estatistica significativa (p>0,05). No entanto, o volume seminal dos reprodutores que
foram infectados, tanto pré-infeccdo quanto pos-infeccéo, foi significativamente menor
(P<0,05) que os machos com infeccdo cronica. Concluiu-se que o CAEV néo interfere
nos parametros seminais de reprodutores e que animais com infeccdo recente
apresentam maior porcentagem de resultados positivos no Western Blotting, tanto no
plasma seminal como no soro sanguineo, do que os animais com infeccdo cronica,
consolidando a importancia do diagndstico precoce do CAEV. Ja o diagnostico de WB
em amostras de soro sanguineo é mais eficiente do que de plasma seminal, independente

do tempo de infeccdo. No entanto, é uma alternativa valida de diagndstico do CAEV.

Palavras —chave:, anticorpos, CAEV, caprino, diagnostico, espermograma.
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ABSTRAT

The objective of this study was to analyze the technique of Western Blotting in samples
of seminal plasma in the detection of anti-CAEV antibodies compared to blood samples
from males with recent or chronic infection. For this, 12 bucks were selected from
different races, healthy and with maintained throughout the experimental period (270
days) under intensive conditions. Males of three to four years of age, and were selected
based on serological framework for CAEV, six seropositive (with chronic natural
infection for more than 12 months) and six seronegative. The animals were divided
initially into two groups: males with chronic infections and pre-infection males. 90 days
after the beginning of the experiment, six male pre-infection were inoculated with the
viral strain CAEV-Cork title TCIDso/mL 10> intravenously. From the viral inoculation
pre-infection group came to be named the group with recent infection and were
monitored weekly for blood and seminal plasma WB tests, along with the animals with
chronic infection, duringl80 days. The semen collections were made by artificial
vagina, followed by semen analysis. All animals inoculated with CAEV-Cork,
seroconverted after the third week. The breeders of the two experimental groups
presented the parameters of concentration, motility and vigor within recommended by
CBRA (2013) standards, with no between groups, a statistically significant difference
(p>0.05). However, the seminal volume of breeders which were infected, both pre-
infection and post-infection was significantly lower (p<0.05) than males with chronic
infection. It was concluded that the CAEV does not interfere with seminal parameters
and breeding animals with recent infection have a higher percentage of positive results
in Western blotting, both in seminal plasma and blood serum than animals with chronic
infection, consolidating the importance of early diagnosis of CAEV. Since the diagnosis
of WB in blood serum samples is more efficient than seminal plasma, regardless of the

time of infection. However, it is a valid alternative for the diagnosis of CAEV.

Keywords: antibodies, CAEV, goats, diagnosis, spermogram.
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INTRODUCAO

A artrite encefalite caprina (CAE) é uma das enfermidades infectocontagiosas que
mais tem sido responsabilizada, nos ultimos anos, pelas perdas econémicas que afetam
a caprinocultura. Entretanto, tais perdas sdo de dificil avaliagdo pelo fato da CAE ser
uma doenca crénica de carater progressivo e lento (BIRGUEL JUNIOR et al., 2007).

A caracteristica principal da patogenia dos lentivirus de pequenos ruminantes esta
relacionada ao seu tropismo com as células do sistema mononuclear fagocitario (LARA
et al., 2013), persistindo por um periodo de tempo prolongado no interior dos mondcitos
e macrofagos, indo desde a infeccdo até os primeiros aparecimentos dos sintomas
(ALVES et al, 2012). Ao longo desse periodo, 0s animais apresentarem-se
soropositivos e capazes de transmitir o virus (OLIVEIRA et al., 2008).

Em virtude da auséncia de tratamento ou vacinagcdo como alternativas de controle
da disseminagdo do CAEV (PETERHANS, 2004; GREGORY et al., 2011), a detecgéo
precoce dos animais infectados a fim de separa-los dos demais animais ou até mesmo
servir de critério para sua eliminacdo, passa a ser uma ferramenta importante para
reduzir os niveis de dispersdo do virus em um rebanho, além de ser critério
determinante para o sucesso dos programas de controle (TORRES et al., 2009). Nessa
situacdo, a realizacdo de diagnostico laboratorial se torna indispensavel para confirmar a
soropositividade de um animal, e comumente se opta por técnicas soroldgicas, devido a
sua praticidade e custo relativamente reduzido quando comparados a outras técnicas
laboratoriais (PINHEIRO et al., 2006).

Dentre essas técnicas sorologicas, a Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA) é o
principal teste soroldgico que a Organizacdo Mundial de Satude Animal (OIE) preconiza
para diagnosticar casos de CAE, por ter aplicacdo simples e desprover da necessidade
de equipamentos e/ou instalacbes mais elaboradas (OIE, 2004). No entanto, o IDGA é
ineficaz para erradicar a CAE de um plantel (SOUZA, 2010).

A técnica Western Blotting (WB) vem tendo seu uso crescente para diagnosticar
enfermidades infecciosas e cuja sensibilidade e especificidade € comprovadamente
melhor em relagdo a outros testes sorologicos (PINHEIRO, 2001; RODRIGUES et al.,
2009; ABREU et al., 2011; MIGUEL et al., 2012; SOUSA, 2013). O WB permite a
apreciacdo em carater simultaneo, de varios antigenos imunogénicos que porventura

estejam aderidos em uma amostra, fato esse que Ihe atribui confiabilidade diferenciando
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de outros métodos imunoquimicos, e o credencia como uma técnica valiosa, e de ampla
aplicabilidade (KURIEN & SCOFIELD, 2006).

O emprego da técnica de Western Blotting no diagnostico da CAE apresenta
resultados eficazes, aliado a capacidade de deteccédo soroldgica precoce e possibilidade
minima de ocorréncia de resultados falso-negativos quando comparado a outros testes
(PINHEIRO, 2001).

A utilizagdo da técnica de WB com outras amostras bioldgicas como o sémen,
assim como relatos da ocorréncia do CAEV neste material (ANDRIOLI et al., 1999; AL
AHMAD et al., 2008; PETERSON et al., 2008) de reprodutores portadores do virus sem
sintomatologia (PAULA, 2008), aliado a confirmacdo de transmisséo do CAEV pela
inseminacdo artificial (SOUZA et al., 2013), levantou a necessidade de se analisar o
Western Blotting na deteccdo de anticorpos conta 0 CAEV no plasma seminal. Isto
possibilitaria selecionar partidas de sémen de reprodutores caprinos desprovidos do
CAEV, e a0 mesmo tempo ndo restringiria a técnica apenas a amostras de soro
sanguineo.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a presenca de anticorpos contra o
CAEV no sémen pela técnica de Western Blotting (WB) no plasma seminal de
reprodutores caprinos, com infeccdo cronica e recente, para o virus da Artrite Encefalite
Caprina (CAEV).
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MATERIAL E METODOS

Periodo e Local

O presente estudo foi realizado no periodo de julho de 2013 a janeiro de 2014, na
Embrapa Caprinos e Ovinos, localizada no municipio de Sobral — CE, a 3° 41°S e 40°
20°W. O clima da regido ¢ do tipo BShw’, segundo a classificacdo de K&ppen, com
estacdo chuvosa compreendida entre 0s meses de janeiro e maio e a estacdo seca entre
0s meses de junho a dezembro (MILLER, 1971).

Animais Experimentais

Foram utilizados 12 reprodutores caprinos de diferentes racas com idade variando
de trés a quatro anos, selecionados com base no quadro soroldgico para o CAEV, sendo
seis soropositivos pelo WB (com infeccdo natural cronica ha mais de 12 meses) e seis
soronegativos, obtidos apés trés testes consecutivos de Western Blottting (WB) e de
Nested-PCR (PCRn) no sangue, com intervalo de 30 dias. Os animais foram divididos
inicialmente em dois grupos (negativo e positivo para CAE) com seis animais cada e
todos ainda se apresentavam em bom estado de salde, de acordo com exame clinico
geral realizado segundo Diffay et al., (2005). Os mesmos foram mantidos durante todo
o0 periodo experimental (270 dias) em regime intensivo de producdo, alojados em baias
coletivas de um aprisco parcialmente coberto localizado com orientagdo leste/oeste, e
sendo sua alimentacdo ao longo de todo o experimento constituida de concentrado (300
g/animal) e volumoso a base de capim elefante (Pennisetum purpureum) picado e
fornecido no cocho, além de agua e sal mineral ad libitum.

O experimento foi realizado de acordo com o0s principios éticos da
experimentacdo animal, sendo submetido e aprovado no dia 20 de abril de 2012 pelo
Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA UVA, recebendo o nimero de protocolo
010.12
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Inoculacéo Viral

Seis reprodutores selecionados e livres do CAEV pertencentes ao grupo de jovens
negativo, apds 90 dias de inicio do experimento foram inoculados com um mililitro de
Meio Essencial Minimo (MEM) contendo a cepa viral CAEV-Cork, titulo 10°°
TCIDso/mL , por via intravenosa, e passou-se a denominar de grupo de reprodutores
jovens com infeccdo recente, acompanhados semanalmente por testes de WB até a
soroconversao. O preparo do inoculo viral foi realizado no Laboratério de Virologia,
segundo Guedes (1999), utilizando-se amostra viral padrdo (CAEV-Cork), replicadas
em células de membrana sinovial caprina (MSC), e obtidas por explantacdo. Os
sobrenadantes desses cultivos celulares inoculados foram titulados em microplacas, por
diluicdes decimais em MEM com 2% de soro fetal bovino (SFB), usando-se oito
repeticBes (pogos) por diluigdo. Em cada pogo distribuiu-se 50uL da diluigdo viral e,
apo6s uma hora de incubacdo a 37°C em 5% de atmosfera de CO2, foram adicionados
50uL da suspensdo de células de MSC. Aos quatorze dias pds-inoculagdo, obteve-se o
titulo segundo a técnica de Reed & Muench (1938) e calculada a dose infectante com a
titulacdo viral de de 10°° TCIDso/mL .

Coleta e Avaliacdo do Sémen

Os animais experimentais foram submetidos a coleta artificial de sémen,
semanalmente, por meio de vagina artificial modelo curto (MIES FILHO, 1962),
conjugado com o uso de uma fémea, como manequim, com estro induzido por meio da
aplicacdo de 1 mL de cipionato de estradiol (ECP) aplicado 48 horas antes da coleta de
sémen e imobilizada num tronco, de forma a facilitar a monta e a coleta. Deve-se
ressaltar que até os 90 dias de inicio do experimento (periodo pré-infeccao)
primeiramente realizavam-se as coletas do grupo negativo, e posteriormente o do grupo
positivo, a fim de evitar qualquer tipo de contaminacéo pelo CAEV.

A medida que o sémen era coletado 0 mesmo era destinado ao Laboratério de
Tecnologia de Sémen para realizagdo do espermograma, onde se quantificaram o0s
seguintes parametros: volume (mL), aspecto, concentracdo espermética (x10%sptz/mL),
motilidade individual progressiva (MIP, 0-100%), e vigor (0-5) de acordo com o0s

critérios preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal - CBRA (2013),
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sendo os valores devidamente anotados nas fichas de avaliacdo. ApoOs cada coleta,
manteve-se 0 sémen em banho-maria a 37 °C e determinou-se o volume do ejaculado,
imediatamente, através da graduagdo do tubo coletor. Em seguida, uma gota de sémen
foi colocada entre lamina e laminula pré-aquecida a 37 °C e observada em microscopico
optico com aumento de 10 a 40x, verificou-se a motilidade progressiva retilinea
(percentual) e o vigor espermatico (escala de 0 a 5). Posteriormente, acrescentaram-se
50 pL do sémen em 10 mL de solugdo fisioldgica formolizada a 0,1% tamponada, para
contagem das celulas espermaticas, utilizando-se espectofotdmetro, e determinacdo da
concentracdo espermatica por mL e no ejaculado total. Realizado o espermograma, o
sémen coletado era colocado em tubos eppendorf® de 2,5 mL e submetidos a
centrifugacdo em microcentrifuga refrigerada durante 30 minutos a 1500 Xg para a
separacdo do plasma seminal que logo apds era armazenado e estocado também em

freezer a -20°C para serem utilizados no teste de WB.

Coleta de Sangue

Apobs as coletas de sémen também eram feitas as coletas de sangue por punc¢éo da
veia jugular utilizando-se sistema vacutainer®, em tubos de 10 mL sem anticoagulante,
0s quais em seguida eram centrifugados por 10 minutos a 3000xg, a fim de separar um
dos soro 0 soro sanguineo que foi devidamente armazenados em tubos eppendorf® de

2,5 mL e estocados em freezer a -20 °C para serem utilizados no teste de WB.

Western Blotting - WB

As amostras de soro sanguineo e plasma seminal foram submetidas ao teste de
WB seguindo a metodologia de Rodrigues et al. (2009) adaptada de Pinheiro (2001). E
importante ressaltar que a priori foi realizado um ensaio piloto usando as seguintes
diluicdes para as amostras de plasma seminal: 1:8, 1:12,5 e 1:25. Realizado esse ensaio
piloto, o soro sanguineo foi diluido a 1:50 e a melhor diluicdo do plasma seminal foi
estabelecida a 1:8. O antigeno utilizado foi produzido no Laboratério de Virologia da
Embrapa Caprinos e Ovinos, contendo a proteina p28, que corresponde a proteina da
capside do CAEV. A eletroforese foi feita em gel SDS-PAGE a 12,5%, na qual foi

utilizada uma quantidade de 13 pL de antigeno por gel, com concentracdo de proteina
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viral de 4,231 mg/uL. A corrida ocorreu em aparelho BIO-RAD modelo Power Pac HC,
cuja programacdo inicial foi de 300 Watts (W), 1,00 Amperes (A) e 170 volts (V) por
aproximadamente 60 minutos. Apos a separacdo das bandas de proteinas do CAEV,
estas foram transferidas passivamente por pressdo do gel para a Membrana de
Nitrocelulose (MN) (PROTAN BA 85 is stuck 7,5 x 8,5 cm) com porosidade de 0,45um
durante 72 horas.

Em seguida, a MN foi imersa em solugéo de bloqueio PBS (Na2HPO4 3,54 g e
NaH2PO4 1,2 g, pH 7,4) Tween 0,3% por 60 minutos e lavada com solucdo de PBS-
Tween 0,05% por trés vezes, durante cinco minutos cada lavagem. Posteriormente
realizou-se o corte em tiras, devidamente identificadas e distribuidas em tubos de ensaio
de 5 mL, com a mesma identificagdo com solugdo de PBS 1X, cada tubo tinha um
volume de 2500pL de PBS 1X. Aos tubos de ensaio de 5 mL foram adicionados soro e
os controles positivo e negativo, na diluicdo de 1:50, e para o plasma seminal, foi
definida a diluicdo de 1:8, sendo entdo incubados por 30 minutos. Em seguida,
realizaram-se trés lavagens com PBS-Tween 0,05% cuja duragdo foi cinco minutos
cada. Apos a lavagem colocou-se 0 conjugado Sigma® (A 5420), imunoglobulina G
(IgG) anti-cabra conjugado com peroxidase, diluido em PBS 1X (1:12000) por 60
minutos. Apos esse periodo as tiras de MN foram lavadas duas vezes com PBS-Tween
0,05% e duas vezes com PBS 1X, durante cinco minutos cada, sendo ent&o retiradas dos
tubos de ensaio e colocadas em um recipiente. A essas tiras foram adicionados 0s
substratos ~ cromogénicos,  4-Cloro-1-naphthol  Sigma® (C-6788) e 3,3’
Diaminobenzidine (DAB) Sigma® (D5637-5G), e ainda adicionado Perdxido de
Hidrogénio a 30%. A revelacdo das bandas de proteina ocorreu ao abrigo da luz, entre
30 a 60 segundos e a reacdo foi cessada com adicdo de dgua destilada.

Finalmente Posteriormente, as tiras foram colocadas sobre papel de filtro para que
pudessem secar e ser montadas conforme a numeracdo que cada uma havia recebido,

comecando pelo controle negativo, depois positivo e assim sucessivamente.
Anélise dos Dados
Os resultados dos parametros seminais avaliados em ambos o0s grupos foram

expressos por meio de média e desvio padrdo. Posteriormente, foram analisados pelos

testes de Shapiro-Wilk e Battlet para verificar os pressupostos de normalidade e
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homogeneidade das variaveis, respectivamente. Aquelas que ndo atenderam as

condicGes previamente determinadas se aplicou a transformac&o logaritima de base 10.
Em seguida, as medias e desvio padrdes foram comparadas pelo Teste de Turkey

a 5% de significancia, entretanto no caso dos dados referentes ao WB utilizou-se do

Teste de T de Student a 5% de significancia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto aos parametros reprodutivos, na tabela 1, observa-se que nao houve
diferenca estatistica (p>0,05) na avaliacdo do espermograma entre os animais dos
grupos de reprodutores pré-infeccdo e com infeccdo cronica para o CAEV, com relagdo
a concentracdo, motilidade e vigor, estando dentro dos padrées (concentracéo: 2 x 10°;
motilidade espermatica: 80% e vigor: 3) recomendados pelo CBRA (2013), com
excecao apenas do volume do grupo pré-infeccdo, cujo valor (0,66mL £ 0,35) que ficou
abaixo dos demais e apresentou diferenca significativa (p<0,05) em comparagdo ao
volume do grupo com infeccdo cronica e estd abaixo do indicado pelo CBRA (2013)

(volume: 0,8).

Tabela 1 — Espermograma de reprodutores caprinos pré-infeccdo e com infec¢do cronica
para o virus da artrite encefalite caprina (CAEV), observados de julho a
setembro de 2013, em Sobral, CE.

Grupos
Pré-Infeccdo Infeccéo cronica
Volume (mL) 0,66 £ 0,35b 1,10 £ 0,37a
Concentrago (x 10°) 3,93 £ 0,86a 4,10 £0,63a
Motilidade (%) 85,75 + 10,44a 86,25 + 6,15a
Vigor (0-5) 4,19 + 0,57a 4,22 + 0,56a

Valores seguidos de letras iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca estatistica pelo Teste de
Turkey a 5% de significancia.

No entanto, o valor (0,66mL + 0,35) evidenciado nesse estudo para o volume de
sémen do grupo de animais pré-infeccdo esta dentro dos valores médios de referéncia
(0,2-1,5 mL) considerados por Aisen (2008) e Salviano & Souza (2008) para caprinos,
bem como os valores citados padrées (0,5 — 2,0 mL) por Castelo et al., (2008) e ainda
similar e levemente acima aos resultados de Santos et al., (2006) que trabalhando com
machos jovens sadios da raca Alpina e Saanen encontraram valores de volume
espermético de 0,4 e 0,6 mL, respectivamente. J& Bispo et al., (2011) avaliando
caracteristicas in vitro e fertilidade do sémen caprino deparou-se com volume de
ejaculado de 0,7 mL, o qual é superior ao valor atribuido nessa pesquisa para 0 grupo
pré-infeccdo, porem menor ao volume espermatico do grupo com infecgdo cronica cujo

valor foi semelhante aos achados por Dantas et al., (2011) e Oliveira et al., (2013).
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Os resultados obtidos para os demais parametros avaliados como: concentragdo
espermatica (3,84 + 1,10 e 3,80 + 1,09), motilidade (83,53 + 14,93 e 83,41 + 7,74) e
vigor (4,02 + 0,61 e 3,95 £ 0,63) dos reprodutores pré-infeccdo e de infeccdo cronica,
para CAE, respectivamente, sdo coerentes com o0s evidenciados na literatura consultada
para caprinos sadios (SANTOS et al., 2006; BEZERRA et al., 2009; DANTAS et al.,
2011 e OLIVEIRA et al., 2013).

Apos a realizagdo da infeccgdo viral dos animais, a comparacdo das caracteristicas
seminais entre os reprodutores com infecgdo recente e com infec¢do cronica para o
CAEV (tabela 2), por meio do espermograma, denota-se a auséncia de diferenca
significativa (p>0,05) entre as variaveis, exceto o volume, que entre 0s grupos teve
diferenca significativa (p< 0,05), evidenciando situacdo similar ao periodo pré-infeccao.
Entretanto, diferentemente do que ocorreu naquele periodo, apds a infeccdo com o
CAEV, os parametros avaliados in vitro em ambos 0s grupos permaneceram em
conformidade com os padrées do CBRA (2013), incluindo o volume no grupo com
infeccdo recente para CAE, efeito esse que pode ter se dado em funcdo de uma maior
atividade das glandulas acessoérias fruto de picos elevados de excitacdo dos animais
pertencentes a esse grupo que no periodo pés-infeccdo se encontravam mais habituados

a rotina de coleta de sémen.

Tabela 2 — Espermograma de reprodutores caprinos jovens com infeccdo recente e
adultos com infeccdo cronica para o virus da Artrite Encefalite Caprina
(CAEV), observados entre setembro de 2013 a margo de 2014, em Sobral,

CE.
Grupos
Infeccdo recente Infeccdo cronica
Volume (mL) 0,84 + 0,45b 1,39 £ 0,54a
Concentragéo (x 10°%) 3,84 +1,10a 3,80 + 1,09a
Motilidade (%) 83,53 + 14,93a 83,41 +7,74a
Vigor (0-5) 4,02 £ 0,61a 3,95+ 0,63a

Valores seguidos de letras iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca estatistica pelo Teste de
Turkey a 5% de significancia.

Para todas as caracteristicas seminais avaliadas, tanto no periodo pré-infeccdo
quanto pos-infeccdo, os reprodutores com infecgdo crénica tiveram os valores sempre
similares, exceto o volume que sempre se manteve elevado, quando na comparagao com

0 outro grupo experimental, estando em concordancia com os padrdes de normalidade e
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resultados de outros trabalhos cientificos (SANTOS et al., 2006; BEZERRA et al.,
2009; DANTAS et al., 2011 e OLIVEIRA et al., 2013). O referido episddio demonstra
que o CAEV ndo interferiu nos pardmetros esperméticos dos animais, bem como na
funcionalidade testicular e epididimal, tanto na infecgcdo cronica como na recente. No
entanto, deve-se salientar que foi comprovada transmissdo do CAEV pelo sémen
contaminado (SOUZA et al., 2013).

Quanto a avaliagdo da técnica de Western Blotting para a detec¢do do CAEV em
amostras seminais o0s resultados obtidos comprovam a eficicia desta técnica, ja
sedimentada no soro sanguineo como método de diagndstico precoce da CAE e que no
plasma seminal ja foi relatado ter alta especificidade (100%) e boa sensibilidade
(87,5%), respectivamente, em comparacdo com o WB utilizando soro sanguineo
(ANDRIOLI et al., 2012). No entanto, na detecgdo de anticorpos contra lentiviroses no
plasma seminal foi evidenciada a necessidade de maior quantidades desta amostra
bioldgica (1:8) que a diluicdo relatada por Andrioli et al., (2012) que utilizaram 1:12,5,
porém menor que a dilui¢do de 1:2 usada por Ramirez et al., (2009). Em nosso ensaio,
nas diluicdes de 1:12,5 e 1:25 de plasma seminal ndo foram detectadas a presenca de
anticorpos no plasma seminal.

Pinheiro et al., (2012) ao realizarem uma comparacdo de testes soroldgicos no
diagnostico da CAE evidenciaram que até a diluicdo 1/1024 de soro sanguineo o WB
exibiu positividade, ao passo que no ELISA alcangou-se resultados positivos até a
diluicdo 1/64 e no IDGA somente até a diluigdo 1/8. Com esses resultados os referidos
autores constataram que o WB exerce a capacidade de detec¢cdo de anticorpos em uma
diluicdo de até 128 e 16 vezes maior que o IDGA e o ELISA, respectivamente, quando
na utilizagdo de soro sanguineo.

Na tabela 3, estdo apresentados os resultados da técnica de Western Blotting
(WB) no soro sanguineo e plasma seminal de reprodutores caprinos com infeccao
crbnica para o CAEV. Observou-se que dos seis animais que compuseram este grupo,
apenas dois apresentaram resultados positivos no WB (AC1l e AC3). Os demais
reprodutores permaneceram com resultados falso-negativos ao WB, durante as 22
coletas, representando um importante fator de risco na disseminagéo da CAE.

Apenas um animal do grupo com infeccédo cronica foi detectado anticorpos contra

o CAEV atraves do WB em amostra de plasma seminal (AC3), sendo que estes
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resultados positivos sempre coincidiam com a amostra de soro sanguineo coletada no

mesmo dia (Tab.3).

Tabela 3 - Resultados do WB de diferentes coletas de amostras semanais de soro
sanguineo e plasma seminal de reprodutores caprinos com infeccéo cronica
para o virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV).

AC1 AC2 AC3 AC4 AC5 A6

Coleta Soro Sémen Soro Sémen Soro Sémen Soro Sémen Soro Sémen Soro Sémen

- - - - + + - - - - - -

O©ooO~NO O WNPE

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

+ 4+ 4+ 4+ 4+ + + +++
1
1
1

+ + +
1 1
1 1
1 1

++ + + A+ A+ A+ +

+ 4+ 4+ 4+ ++
1
1
1
1
1
1

+
1
1
1

AC= Animais com infecc&o crénica

No caso dos resultados do WB na amostra de plasma seminal apenas um Gnico
animal do grupo com infec¢do crdnica demonstrou a presenca de anticorpos neste meio,
e sempre que ocorria a deteccdo no plasma seminal desse animal a mesma coincidia
com a deteccdo na sua amostra de soro sanguineo, sugerindo que neste estado de
infecgdo a deteccdo por WB em amostras de plasma seminal € passivel de detecgdo
somente quando ha presenca de altos titulos de anticorpos no soro sanguineo.

Quando da avaliacdo porcentual de deteccdo de anticorpos nas amostras
bioldgicas de reprodutores caprinos com infeccdo crénica para CAE por meio de WB
(Grafico 1) verifica-se que das 264 amostras submetidas a técnica, 16,7% delas
detectou-se a presenca de anticorpos anti-CAEV no soro sanguineo. As amostras
positivas do plasma seminal foram de apenas 10,6% e todas as amostras positivas de
plasma seminal também apresentaram-se positivas no soro sanguineo. No entanto, a

ampla maioria apresentou resultado negativo (72,7%).
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Gréafico 1 — Porcentagem de deteccdo de anticorpos em amostras de soro sanguineo e
plasma seminal de reprodutores caprinos adultos com infeccdo crénica
para o virus da Artrite Encefalite Caprina.

5 30% m Soro sanguineo
. 0

5.30%

m Plasma Seminal

Ambos (Soro/Plasma
Seminal)

m Negativo

Os valores percentuais foram calculados a partir de um total de 264 amostras.

Os resultados da técnica de WB aplicadas as amostras de soro sanguineo e plasma
seminal de reprodutores caprinos com infeccao recente para CAE estdo apresentados na
tabela 4.

Tabela 4 - Resultados do WB de diferentes coletas de amostras semanais de soro
sanguineo e plasma seminal de reprodutores caprinos com infec¢éo recente
para o virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV).

AR1 AR2 AR3 AR4 AR5 ARG
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+
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AR= Animais com infec¢do recente
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A soroconversdo de todos os animais inoculados com o CAEV-Cork aconteceu
apos a terceira semana, porém ndo ocorreu um padrdo na soroconversdo (tabela 4).
Situagédo semelhante foi relatada por Cruz (2009) ao efetuar por IDGA e PCR no sémen.

Divergindo do que ocorreu com as amostras bioldgicas dos animais com infeccao
crénica, no caso dos reprodutores com infecgédo recente as amostras de soro sanguineo e
plasma seminal apresentaram resultados positivos pelo menos uma Unica vez pelo WB
(tabela 4). Ainda na tabela 4, observa-se que a grande maioria das amostras de plasma
seminal positivas coincidiu com a amostra de soro sanguineo. No entanto, em trés
animais, em alguns momentos a deteccdo no plasma seminal ndo coincidiu com a
deteccdo no soro sanguineo, ao ponto de que em um desses trés a deteccdo ocorreu
unicamente no plasma seminal. Fato similar ocorreu nos estudos de Ramirez et al.,
(2009) onde 16% de um total de 94 amostras foram reativas ao WB apenas no fluido
seminal, porém o valor relatado por esses autores € inferior ao percentual de 4,54% de
um total de 264 amostras que representa a quantidade reativas ao WB apenas no plasma
seminal. No nosso caso, esse episodio possivelmente tenha ocorrido por conta da
producdo diferenciada de imunoglobulinas, haja vista que no plasma seminal,
preferencialmente, ocorre producdo de imunoglobulinas do Tipo A (IgA), a qual é a
principal imunoglobulina presente em secregdes externas, enquanto que no Soro
sanguineo de animais infectados por LVPR é caracterizado pela sintese das
imunoglobulinas do tipo G (1gG), e em menor escala do tipo M (IgM) (TRUJILLO et
al., 2004). Dessa forma, tendo essa producdo diferenciada entre as amostras bioldgicas
pode ser que em determinados momentos os niveis de IgA no plasma seminal tenham
sido determinantes para que tenha ocorrido preferencialmente a detec¢do nesse tipo de
amostra bioldgica. Com isso, permite inferi que em determinadas situacdes, amostras de
plasma seminal seriam determinantes e de real importancia na realizagdo de um
diagndstico precoce de um animal portador da CAE.

Os valores percentuais encontrados na deteccdo de anticorpos nas amostras
bioldgicas de reprodutores com infeccdo recente por WB (Gréafico 2) demonstram que
no inicio da infeccdo h4 uma maior producgédo de anticorpos, ja que em apenas 45,08%
das amostras submetidas a técnica de WB deram resultado negativo. Segundo Adams et
al., (1980) apos soroconverterem o organismo dos animais proporciona um aumento nos

titulos de anticorpos anti-CAEV até alcancarem um limiar, vindo posteriormente a
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regredir até se estabilizarem, o que justifica o percentual reduzido de amostras nas quais

a presenga de anticorpos ndo foram detectadas.

Gréafico 2 — Porcentagem de deteccdo de anticorpos em amostras de soro sanguineo e
plasma seminal de reprodutores caprinos jovens com infeccao recente para
0 virus da Artrite Encefalite Carpina.

m Soro Sanguineo
m Plasma Seminal
Ambos (Soro/Plasma

10.98% Seminal)

m Negativo

Os valores percentuais foram calculados a partir de um total de 264 amostras.

Além disso, verifica-se que a deteccdo de anticorpos anti-CAEV no soro
sanguineo apresenta um percentual maior (28,41%) que no plasma seminal (15,53%),
na qual a deteccdo nesse tipo de amostra por essa técnica soroldgica foi somente vista
quando o animal tem em seu organismo altos titulos de anticorpos, o que coincide com
0 inicio da doenca. Apresentando-se desse modo, como ferramenta passivel de
utilizacdo na realizacdo de um diagndstico precoce e corroborando com os relatos de
Oliveira et al., (2008) que menciona que o WB é uma técnica com amplo emprego no
diagndstico de lentiviroses de pequenos ruminantes (LVPR). Além disso, o percentual
de 28,41% referente as amostras reativas ao WB no soro sanguineo, foi maior que a taxa
de 23,08% de deteccdo de anticorpos anti-CAEV nesse mesmo tipo de amostra, relatado
por Cavalcante et al., (2013) ao trabalharem com fémeas 24 meses apds a infeccdo pelo
CAEV, essa situagdo permite inferir que a eficacia do teste aumenta quando as amostras
a ele submetido sejam oriundas de animais com menor periodo de infeccdo, ja que
havera maiores niveis de anticorpos circulando pelo organismo.

Esse indicio é fortemente comprovado ao efetuarmos a comparagdo de uso da

técnica sobre os dois tipos de amostras bioldgicas dos grupos com infeccéo crénica e
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recente para CAE (tabela 5) em que se observa que a técnica é mais efetiva quando
sujeita a amostras oriundas de animais onde a enfermidade est4d na sua fase inicial
(infeccdo recente), vindo a apresentar percentuais de deteccdo elevados tanto no soro
sanguineo quanto no plasma seminal (56,82% e 31,06%, respectivamente). Quando a
técnica é realizada com amostras de reprodutores com infeccdo crénica as chances de
deteccdo sdo menores, pois 0s mesmos apresentam resultados positivos inferiores em
ambas as amostras bioldgicas, sémen e sangue, em relacdo a aquelas da infec¢do
recente, consequentemente limitando o diagndstico.

Mas, independente do tipo de infeccéo, € notorio que o WB no soro sanguineo é
mais eficaz do que em amostras de plasma seminal na deteccdo de anticorpos anti-
CAEV, desta forma a escolha da amostra vai influenciar, ainda mais, na ocorréncia de

falso-negativos ao teste.

Tabela 5 — Comparacdo da técnica de Western Blotting no soro sanguineo e plasma
seminal de reprodutores caprinos com infeccdo recente e com infeccéo
crbnica para o virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV).

Negativo Positivo
(%) (%)

Soro Sanguineo 72,73 27,27

Infeccdo cronica Plasma Seminal 89,40 10,60
Total de amostras 81,06 18,93

Infeccdo recente Soro Sanguineo 43,18 56,82
Plasma Seminal 68,94 31,06

Total de amostras 56,06 43,94

Analisando a quantidade de amostras reagentes (soro sanguineo e plasma seminal)
dos animais com infecgdo recente (tabela 6), observamos que houve diferenca estatistica
(p>0,05), sendo que a maior média de amostras reagentes foi constatada no soro
(12,5%). Por outro lado, a diferenca observada entre as amostras do grupo com infeccao
cronica ndo foi significativa. Na avaliagdo do mesmo tipo de amostra, entre grupos, ndo
houve diferenca significativa, embora os animais do grupo com infeccdo recente
apresentaram maior nimero de amostras positivas para os dois tipos de amostras (tabela
6).
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Tabela 6 — Quantidade média de amostras onde foram detectados anticorpos anti-CAEV
pela técnica de Western Blotting em amostras de soro sanguineo e plasma
seminal de reprodutores caprinos com infeccdo recente e com infeccdo
crbnica para o virus da Artrite Encefalite Caprina.

Quantidade de Amostras Reagentes

Soro sanguineo 6,0 £ 9,6 A*a**
Infecclo cronica  Plasma seminal 23x57Aa
Grupos
Infeccdo recente  Soro sanguineo 125+6,24 Aa
Plasma seminal 6,83+2,13Ba

* Valores seguidos de letras mailsculas iguais entre os diferentes tipos de amostras biol6gicas, no mesmo
grupo, ndo apresentam diferenca estatistica pelo Teste de T de Student a 5% de significancia.

** Valores seguidos de letras mindsculas iguais entre 0os mesmos tipos de amostra bioldgica, entre os
grupos, nao apresentam diferenca estatistica pelo Teste de T de Student a 5% de significancia.

Ao efetuarmos a correlagdo entre as amostras bioldgicas de ambos os grupos
conforme a deteccdo de anticorpos anti-CAEV por WB (Tabela 7), nota-se a ocorréncia
de correlacio moderada a alta entre as amostras biologicas nos dois grupos

experimentais.

Tabela 7 — Correlacdo entre a deteccdo de anticorpos anti-CAEV via Western Blotting
das amostras bioldgicas do grupo de reprodutores com infeccdo recente e
adultos com infeccdo cronica para o virus da Artrite Encefalite Caprina

(CAEV).
Correlacdo SgIC SgIR PIIC PIIR
SglIC -
SgIR 0,0179 -
PIIC 0,5870 0,1222 --
PIIR 0,5062 0,3597 0,4020 -

SgIC = soro sanguineo da infeccdo crbnica; SgIR = soro sanguineo da infec¢do recente; PIIC = plasma
seminal da infeccdo cronica; PIIR = plasma seminal da infec¢do recente

No grafico 3 evidenciamos as quantidades de amostras positivas pelo WB, ao
longo das coletas, nos grupos com infeccdo recente e crénica para CAE. Observamos
que ndo houve uma estabilidade de resultados positivos na detec¢do de anticorpos anti-
CAEV no plasma seminal ao longo de todo periodo experimental, talvez devido a
flutuacGes de resposta imunogénica por parte do organismo animal. Nos animais com
infeccdo recente, deve-se levar em consideracdo a janela imunoldgica, ou seja, periodo
entre a infeccdo e a soroconversdo. Além disso, nota-se neste grupo que a deteccéo por
WB de anticorpos anti-CAEV inicia mais tardiamente no plasma seminal frente ao soro

sanguineo.
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Gréfico 3 — Quantidade de amostras em cada coleta detectadas anticorpos anti-CAEV
via Western Blotting em amostras de soro sanguineo e plasma seminal de
reprodutores caprinos com infeccdo cronica e recente para o virus da
Artrite Encefalite Caprina (CAEV).

5 | mSgIC mPIIC = SgIR mPIR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

SglIC = soro sanguineo da infeccéo cronica; SgIR = soro sanguineo da infecgdo recente; PIIC = plasma
seminal da infecgdo cronica; PIIR = plasma seminal da infeccéo recente

Verifica-se também no Gréafico 3 que no grupo com infec¢do crbnica, houve
relativamente um padrdo na ocorréncia de resultados positivos nos dois tipos de
amostras bioldgicas.

A seguir na tabela 8 estd demonstrada a comparacdo dos resultados do WB nos
dois diferentes tipos de amostras bioldgicas de ambos 0s grupos experimentais, bem
como os valores estimados de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo,

valor preditivo negativo, precisdo e indice kappa.

Tabela 8- Comparacéo dos resultados do WB no soro sanguineo e plasma seminal de

reprodutores caprinos com infeccéo cronica e recente para o virus da Artrite
Encefalite Caprina (CAEV).

WB Soro Sanguineo

Positivo Negativo Total

WB Positivo 43 12 55
Plasma Seminal Negativo 68 141 209
Total 111 153 264

Sensibilidade: 38,73%; Especificidade: 92,15%; Valor preditivo positivo: 42,04%; Valor preditivo
negativo: 20,93%; Precisdo: 69,69%; Indice kappa= 0,33.
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De modo geral, denota-se que o WB no plasma seminal teve uma sensibilidade de
38,73% em comparacdo com o WB no soro sanguineo, divergindo do resultado relatado
por Andrioli et al., (2012) que foi de 87,5%, porém esse baixo valor se justifica devido
dentre as amostras submetidas ao teste estarem contido amostras de animais com
infeccdo cronica onde a resposta imune é menor, e consequentemente dificulta a
detec¢do, até mesmo por uma técnica efizaz como WB. Aliado a esse episodio, também
deve ser levado em consideragdo que conforme maior seja o periodo de infeccdo, o
virus apresenta uma tendéncia a ficar quiescente, pois segundo Cavalcante et al., (2013)
isso possivelmente venha a ocorrer devido a ndo integracdo do DNA pro-viral ou esse
venha a estar integrado mas nédo ativado. Assim, levando isso como base, observa-se
que o valor de sensibilidade do WB em amostras de fluido seminal encontrado nesse
estudo, € relativamente satisfatorio na deteccdo de anticorpos anti-CAEV nesse tipo de
amostra biologica, uma vez que indices mais elevados ird depender do tempo de
infeccdo do animal e de sua carga viral.

Nessa concepgdo, o teste passa a ser uma alternativa interessante na realizagéo do
diagnostico da enfermidade, pois apesar de baixo valor de sensibilidade quando
comparado a valores desse parametro atraves dessa técnica unicamente em amostras de
soro sanguineo, 0 WB mesmo em amostras de fluido seminal apresentou uma alta
especificidade de 92,15%, valor esse proximo ao de 100% visto por Andrioli et al.,
(2012), indicando que o mesmo independente do tipo de amostra bioldgica, quer seja
soro sanguineo ou plasma seminal, identifica corretamente as amostras advindas de
animais ndo portadores da doenca. Além disso, verifica-se ainda um percentual de
precisdo de 69,69% dos resultados do WB no fluido seminal em comparacéo ao soro
sanguineo, o qual € um percentual satisfatorio haja vista justamente a inclusdo ndo sé de
amostras de animais com infec¢do recente, onde teoricamente esse valor tende ser mais
elevado, mas também de amostras de animais cronicamente infectados para o CAEV,
em que a intermiténcia do virus leva a uma menor precisdo. Com relagdo a classificacdo
do indice Kappa da andlise realizada, a mesma foi considerada razoavel segundo
Thrusfield (1995), mas inferior ao de 0,87 mencionado por Andrioli et al., (2012).
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CONCLUSOES

O CAEV ndo interfere nos parametros seminais de reprodutores com infeccédo
recente e cronica.

Uma carga de anticorpos anti-CAEV elevada é uma condicdo para que ocorra sua
deteccdo no fluido seminal pelo WB, cuja eficicia é maior em animais com infec¢do
recente, consolidando a importancia do diagndstico precoce do CAEV.

Na comparacdo entre os resultados do WB em amostras de soro sanguineo e
plasma seminal, verifica-se maior frequéncia na deteccdo de anticorpos anti-CAEV no
soro sanguineo independentemente se a infeccdo € recente ou cronica. No fluido
seminal particularmente, denota-se que o0 WB apresenta uma baixa sensibilidade, porém
alta especificidade.

A utilizacdo do WB no plasma seminal representa uma alternativa de diagndstico
da CAE, entretanto apenas sua utilizacdo ndo é o suficiente, devendo-se assim conciliar

esta técnica com outros métodos laboratoriais na detecgdo da CAE.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os problemas acarretados pela CAE nos estabelecimentos produtivos séo
rotineiramente relatados na literatura, sendo que na reproducdo 0s prejuizos sdo
representados por limitagdo dos reprodutores acometidos com a enfermidade, o que
consequentemente causa prejuizo ao produtor, sobretudo quando se trata de animais de
alto potencial genético. Apesar dos reprodutores ndo ter seu comportamento reprodutivo
alterado pela doenca, e se encontrar ainda adaptado as situagdes do semiarido
nordestino se evidencia um enorme problema para o desenvolvimento da
caprinocultura.

Contudo, na inexisténcia de vacinas, um manejo sanitario adequado aliado ao um
diagnostico precoce é uma ferramenta essencial para o controle da CAE, e nesse caso
deve-se optar por técnicas que combinem sensibilidade e especificidade, equilibrando
essas duas caracteristicas de maneira satisfatoria, como é o caso do Western Blotting, a

qual detecta os anticorpos ante anti-CAEV também no plasma seminal.



